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Résumé

La phytoremédiation est devenue actuellement une nécessité. Ainsi, dans
notre travail, nous nous sommes intéressés a I’épuration biologique des eaux
usees de Oued Meboudja. Les analyses physicochimiques des eaux apres
épuration ont mis en évidence un abattement important des matiéres en
suspension, de la DCO et de la DBO5 et du taux de métaux présents au niveau

des racines a I’exemple du Fer et du Zinc .

Nous avons également mis en évidence des modifications importantes de
certains parameétres biométriques et physiologiques tels I’augmentation du
nombre de racines et I’intensification du métabolisme respiratoire a travers la
consommation d’oxygéne par les racines isolées de Phragmites australis |,

placées en milieu pollué.

Sur le plan biochimique et enzymatique, nos résultats ont confirmé
I’implication des enzymes de la métabolisation au niveau des racines et des
feuilles, avec 1’augmentation des activités GST, CAT et APX traduisant une

métabolisation racinaire intense en milieu pollué.

La derniére partie de notre travail est consacrée a 1’étude de la dispersion
des métaux au niveau des tissus racinaires par Microscopie Electronique a
balayage et par ICP-EDX. Nous avons ainsi localisé un ensemble de métaux
principalement le Fer et le Zinc, dont la concentration semble moins importante

au niveau des racines apres epuration.

Mots clés: Phragmites australis, racines, Phytoremédiation , détoxification,
GSH, GST,APX et MEB.



Abstract

The Phytoremediation has now become a necessity. Thus, in our work, we
are interested in the biological wastewater treatment of Oued Meboudja. The
physicochemical analysis of water after treatment showed a significant reduction
of suspended matter, COD and BOD?5 and rate of metals in roots for example

iron and zinc.

We also highlighted some significant changes in biometric and
physiological parameters such as increasing the number of roots and increased
respiratory metabolism through the oxygen consumption in isolated roots of

Phragmites australis, placed in a polluted environment.

On biochemical and enzymatic level, our results confirmed the enzymes
involvement in metabolism in the roots and leaves with increasing in GST, CAT

and APX activities reflecting intense root metabolism in polluted environment.

The last part of our work is devoted to the study of the dispersion of metals
in root tissue by scanning electron microscopy and ICP-EDX. We have located a
set of metal mainly iron and zinc, which the concentration seems less important

in roots after treatment.

Keywords: Phragmites australis roots, phytoremediation, detoxification, GSH,
GST, APX and SEM.
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ANNEXES

Tableau 1 : Normes algérienne pour le dosage physicochimiques des eaux usées.

Parameétres valeurs
Température 30Ce

pH 6,5- 8,5
Matiéres en suspension 35mg /I
DCO 120mg/l
DBO5 40mg/I
nitrate 0,1mg/l
Orthophosphate 0,5mg/l
Ammonium 2-8mg/I

nitrite 0,3-1mg/I

Tableau 2 : norme international des métaux lourds aux niveaux des plantes

Fer 0,04mg/|

Zinc 0,03mg/I
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GENERALITES

L’eau est une source de vie précieuse. Apres I’oxygene, elle est notre second besoin vital. Si
I'on peut résister 5 semaines a la faim, on ne peut pas rester plus de 3-4 jours sans boire !
Partout sur la planete, le développement des activités humaines, domestiques ou industrielles,
est tributaire de la ressource en eau. Cette diversité des usages induit une série d’impacts
variés sur la qualité de 1’eau.

Il existe pourtant un point commun, intrinséquement li¢ a la nature de I’eau : qu’elle soit
intégrée a la filiére agroalimentaire ou qu’elle soit solvant universel, I’eau poursuit son cycle
en rejoignant, tot ou tard, la nappe, la riviere, le fleuve en y emportant ce dont on 1’a chargée.
( Kengne, 2000).

Les sites, ayant utilisé ou généré des produits dangereux ou toxiques, constituent autant de
lieux potentiellement pollués et les principales catégories de polluants incluent les solvants
industriels, les produits pétroliers, les métaux lourds et les pesticides. C’est ainsi que les
rejets d’eaux dites “usées” ont considérablement évolué en quantité et en complexité. Les
rejets domestiques simples s’enrichissent de produits plus complexes (lessives...) et les
réseaux d’assainissement recueillent des rejets industriels, commerciaux ou artisanaux aux
caractéristiques tres diverses. (Maystre, 2000).

Les eaux de pluies, lessivant des surfaces croissantes de bitume et de toitures, se chargent en
produits minéraux et organiques et augmentent ainsi le flux polluant a traiter. Lorsque les
eaux usées ne sont pas traitées, les cours d’eau sont dépassés dans leur capacité naturelle

d'épuration et se retrouvent pollués.( Maystre, 2000).

Le traitement ou 1’épuration des eaux usées a donc pour objectif de réduire la charge polluante
qu’elles véhiculent afin de rendre au milieu aquatique une eau de qualité, respectueuse des
équilibres naturels et de ses usages futurs (péche, loisir, alimentation, utilisation agricole ou
industrielle, etc.). (Bouffard, 2000).

Depuis la "Décennie internationale de I'eau potable et de l'assainissement”, de nombreux
efforts ont été consentis dans le secteur de l'approvisionnement en eau potable et de
’assainissement, en Afrique. (Doulaye ,2002)

Ces efforts ont été investis afin d’épurer les eaux usées rejetées par les industries et les
productions agricoles. La dilution des eaux usées dans les cours d’eau, qui était pratique
courante, a donc laiss€¢ place a I’utilisation d’usines d’épuration sophistiquées et tres

performantes qui utilisent les derniéres technologies.
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Ces usines coltent cependant trés cher a construire et a opérer, puisqu’elles nécessitent
I’intervention de spécialistes et consomment beaucoup d’énergie. Les petites municipalités
n’ont donc pas les moyens de s’offrir de telles installations pour épurer leurs eaux usées aussi
est-il opportun de se tourner vers des technologies plus abordables mais pouvant offrir un
rendement adéquat. (Bouffard, 2000).

Beaucoup d’intérét a été porté ces derniéres décennies a la phytoépuration des eaux usées.
Les technologies developpées exploitent les capacités d’adaptation des systémes racinaires
aux fortes charges polluantes et aux conditions d’anoxie ou d’hypoxie du substrat, entrainant
des relations symbiotiques entre les microorganismes et les racines qui favorisent
I’élimination des polluants (Kern & Idler, 1999).

En effet, les marais naturels regorgent de microorganismes, de plantes et d’animaux dont la
chaine alimentaire agit sur 1’eau, pour la libérer de polluants comme la matiére organique,
I’azote et le phosphore.( Vidali, 2001).

De plus, depuis une vingtaine d’années, des marais construits par ’homme ont ét¢ aménagés
en Europe et aux Etas-Unis dans le but d’utiliser leur potentiel dans le traitement des eaux
résiduaires de petites municipalités. Ces systemes de marais, congus pour optimiser les
mécanismes d’épuration de la nature, n’utilisent que 1’énergie du soleil et du vent pour
fonctionner. Qui plus est, ils sont économiques a construire et n’exigent qu’une intervention
minimale de la part de I’opérateur. Le faible cout et les bonnes performances des marais
¢purateurs sont donc a l'origine d’un engouement récent pour cette technologie encore

méconnue. (Bouffard, 2000).

1. Les milieux humides :
Les milieux humides peuvent étre considérés comme des écotones entre les milieux terrestres
et aquatiques. lls présentent en effet certaines structures et fonctions caractéristiques des
¢cosystemes terrestres, et d’autres typiques des milieux aquatiques.

Leur végétation, bien qu’adaptée a tolérer 1’inondation, est encrée dans le sol et ressemble
ainsi énormément a la végétation terrestre, alors que les processus biogéochimiques qui ont
lieu dans leurs sédiments et leur chaine alimentaire ressemblent plutét a ceux du milieu
aquatique.

De plus, les milieux humides représentent une mosaique temporelle et spatiale complexe,

ayant des caractéristiques structurales et fonctionnelles particulieres (Lemly, 1997).
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En effet, la structure et la composition en especes de la végétation sont en fonction de la
profondeur de 1’cau et de la nature du sol ; un méme milieu humide peut donc avoir un aspect

trés différent selon la quantité d’eau disponible au cour de la saison de croissance.

Le choix du procédé de traitement de la pollution résulte d'une combinaison de criteres : le
lieu du traitement (in-situ, ex-situ), l'action a conduire (stabilisation, extraction ou
dégradation) et la technique a mettre en oeuvre pour y parvenir (mécanique, chimique ou
biologique). Les méthodes physico-chimiques comme l'incinération, I'extraction ou la photo-
oxydation, sont trés colteuses, nécessitent souvent un traitement ex-situ des sols et peuvent
produire de nouveaux déchets ou bien des gaz a effet de serre. L'excavation du sol, souvent
préalable a ces traitements, est une étape limitante car elle déstructure les sols et augmente
I'érosion.

De plus, elle limite l'implantation ultérieure d'une activité biologique en raison de la
suppression de la terre arable qui contient les éléments nutritifs essentiels aux végétaux. Les
alternatives récentes aux méthodes classiques de dépollution des sols font appel a des
processus biologiques. En effet, les microorganismes et les plantes sont envisagés pour
décontaminer de nombreux types de pollution (VILA ,2006).

Au cours de leur évolution, les plantes ont développé des mécanismes complexes pour
absorber les substances organiques ou minérales du sol, de 1‘eau et de 1‘air a travers leurs
racines et leurs feuilles, lesquelles sont ensuite transportées dans d‘autres parties de la plante
pour étre utilisées, transformées, dégradées ou stockées (Cunningham et al., 1996)

La phytoremédiation permet de restaurer grace aux plantes, les ressources essentielles que
sont l'eau, les sols et 1'air lorsqu‘elles sont contaminées. Elle a pour but d‘éliminer, contenir,
ou rendre moins toxiques les contaminants environnementaux et permet de réduire le risque
de dégradation des écosystémes naturels.

La plante devient alors un systeme de pompage et de filtration dont les racines et les feuilles
sont les extracteurs pouvant trouver, altérer et/ou transporter des éléments et des composés
contre des gradients chimiques importants.) (Dosnon-Olette .2009)

Dans les années 1990, différents chercheurs ont suggéré que la végétation pourrait étre

utilisée pour augmenter la dégradation microbienne des polluants.
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Apres les pesticides, 1’intérét se porte sur les polluants organiques : leur dégradation pourrait
étre favorisée, in situ, lorsque les plantes et les micro-organismes de la rhizosphere sont
exposeés longtemps a un toxique (Walton et Anderson, 1992).

Lors d'une exposition chronique, les microorganismes qui peuvent dégrader un toxique ou
survivre a des concentrations de toxiques élevées dans un sol, ont naturellement des chances
de devenir plus abondant sur un terrain pollué. De plus, les taux de dégradation microbienne
peuvent étre accelérés par une plante-hote associée. On comprend donc l'avantage des especes

végetales natives de la région ou trés adaptées au site, a son environnement.

2-La bio- remédiation
Plusieurs mécanismes permettent aux plantes 1‘¢limination des polluants par
phytoremédiation (Schroder et al., 2002 ):

-La phytoextraction ou phytoaccumulation utilise des plantes qui absorbent et
concentrent dans leurs parties récoltables (feuilles, tiges, racines) les polluants provenant des
sols ou des eaux. On utilise se terme souvent dans le cas des métaux lourds et des composés
organiques, avec l‘utilisation de plantes accumulatrices et/ou hyperaccumulatrices qui sont

capables de tolérer et d°accumuler ces polluants. (Pilon-Smits, 2005)

- La phytotransformation ou phytodégradation utilise les propriétés de certaines plantes
a produire des enzymes qui catalysent la dégradation des substances absorbées ou adsorbées,
celles-ci sont alors transformées en substances moins toxiques ou non toxiques par la
métabolisation des contaminants dans les tissus des plantes ou par les organismes de la
rhizosphére maintenue par la plante (on parle alors de rhizodégradation, de

phytostimulation ou encore de bioremédiation). (Blaauboer, 1996)

- La rhizofiltration permet la dépollution et la restauration des eaux de surface et
souterraines. Les contaminants sont absorbés ou adsorbés par les racines des plantes en milieu
humide. Lors de grande capacité d‘absorption par ces dernicres on parle de « phytopumping
», on utilise le plus souvent des arbres (comme le saule ou le peuplier) pour assécher les

terrains et extraire les polluants du sol. (Schrdder et al., 2002)
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-La phytovolatilisation est le processus par lequel les plantes transforment les contaminants
du sol ou des eaux polluées en éléments volatiles et les relachent dans 1‘atmosphére via leurs
feuilles.( Corgie et al., 2004).

En effet, leur productivité primaire et supérieure a celle des écosystémes aquatiques ainsi que
de la plupart des écosystemes terrestres (Reddy et Gale, 1994).

La pédologie est également un domaine important pour 1’étude des milieux humides. En effet,
le sol joue un rdle actif dans I’amélioration de la qualité de I’cau. Il influence directement la
croissance des plantes par sa teneur en éléments nutritifs disponibles, ainsi que 1’activité
microbienne par son contenu en matiére organique facilement dégradable.

De plus il retient une partie des nutriments par la formation de complexes ou encore par la

liaison des éléments chimiques avec les particules du sol. (Hammer, 1992 ; Raimond, 1994).

3. Différentes méthodes de traitement des eaux usées

Les milieux humides naturels ont servi pendant de nombreuses années a traiter les eaux usées
domestiques en Europe, aux Etas-Unis et au Canada (Pries, 1994). Ce genre de traitement doit
cependant étre utilisé avec prudence pour éviter de surcharger les écosystémes et les cours
d’eau en aval. Leur utilisation est d’ailleurs en déclin depuis 1’instauration des programmes de
protection des milieux humides (Brown, 1994). L’étude de ces systémes a cependant conduit
a une meilleure compréhension de la capacité des milieux humides a assimiler les polluants et
a aussi permis de définir des critéeres de conception pour de nouvelles installations de

traitement naturel des eaux.

Les milieux humides artificiels, construits dans le seul but de servir au traitement des eaux
usées, sont de plus en plus populaires et leurs utilisations pour le traitement secondaire des
effluents liquides est grandement avantageux pour 1’environnement. On s’entend en général
pour appeler milieu humide artificiel un milieu construit spécifiquement pour le traitement
des eaux usées et imitant le plus possible le fonctionnement des milieux humides naturels.
(Brown, 1994).

Les milieux humides artificiels peuvent étre regroupés en trois catégories principales : Les

filtres verticaux, horizontaux et systemes hybrides.
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3.1. Les filtres horizontaux

Les filtres horizontaux sont des bassins remplis de maniére homogene de sable, de gravier ou
de sol en place, et dans lesquels ont été plantés des macrophytes.

L’effluent est réparti sur toute la largeur et la hauteur du filtre par un systéme répartiteur situé
a une extrémité du bassin ; il s’écoule ensuite dans un sens principalement horizontal au
travers du substrat. La plupart du temps, 1’alimentation a lieu en continu et les matériaux sont
pratiquement saturés en permanence.

Le niveau d’eau doit étre maintenu & environ 5 cm sous la surface du matériau. Ceci permet
d’éviter les écoulements préférentiels en surface et d’assurer un flux homogene. (Boutin et al.,
1997)

En effet I’eau ne doit pas circuler au-dessus de la surface pour ne pas court-circuiter la
biomasse active située dans le filtre et responsable du traitement ; il n’y a donc pas d’eau
libre. Figure (1).

Armivée
caux décantées

*

Hem

Gubion Sablke grossicr Gabion Evacuation
d'alimentation ou gravier fin d'évacvation  caux traitdes

Figure 1 : Schéma d’un filtre horizontal en coupe transversale (Pascale, 2007).
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3.2. Les filtres verticaux

Les filtres verticaux sont des bassins remplis de couches de graviers de granulométries
différentes superposées, et selon leur place dans la filiere de traitements recouverts ou non
d’une couche de sable, dans laquelle sont plantés les macrophytes.

Suite a des travaux conduits, notamment en France par le Cemagref, en parallele sur les lits
d'infiltration percolation sur sable et les filtres plantés de roseaux (Liénard et al., 1990 ;

Guilloteau et al., 1993a et b ; Boutin et al., 1997), la conception des systemes a évolué.

On mentionnera :

- I’alimentation par un systéme dit de “bachées”, c’est a dire par a-coups : apres stockage
temporaire le liquide est déversé rapidement sur le filtre, grace a des pompes ou a un siphon
auto-amorcant, de maniére a submerger la totalité de la surface. Ce dispositif permet une
infiltration homogéne au travers du filtre. Figure (2).

-Les eaux sont collectées dans le fond du bassin par une couche drainante constituée de gros
graviers disposés autour d’un réseau de tuyaux de drainage connecté a l'atmosphére par des

cheminées d'aération.

- & & 3
Arrivée 2 $
eaux brutes W
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—

80cm

Chapeau Tuyau Galets Evacuation
de ventilation de drainage caux trailées

FILTRE VERTICAL : ALIMENTATION INTERMITTENTE
AVEC AERATION PAR LA SURFACE

Figure 2 : Schéma d’un filtre vertical (deuxiéme étage) en coupe transversale

(Pascale, 2007).
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L'aération est assurée par trois processus qui se conjuguent a des degrés divers et présentés
ici vraisemblablement en ordre décroissant, tant il est difficile de pouvoir les quantifier avec
précision :

*la diffusion qui opere a la fois depuis la surface des filtres des lors qu'ils ne sont pas
recouverts par une lame d'eau et par le dispositif d'aération de la couche drainante.

Elle permet un renouvellement de la phase gazeuse des espaces inter granulaires en milieu

non saturé.

*La convection liée au déplacement des lames d'eau apportées a chaque bachée qui agit, de
facon tres simplifiée, a la maniere d'un piston poussant les gaz vers la couche drainante mais

aussi aspirant de l'air via la surface deés lors que celle-ci est dénoyée.

*Enfin, les apports excrétés par les racines des plantes et déja mentionnés. Les filtres
verticaux sont donc par essence aérobies.

L’oxygénation plus importante que dans les filtres horizontaux, assure, outre 1’élimination des
matiéres organiques dissoutes, une bonne nitrification. Gréace a la bonne oxygénation du filtre,
les processus ana€érobies y sont pratiquement absents et il n’y a donc pas de mauvaises odeurs

générées.

3.3. Les systemes hybrides

Les systémes hybrides sont en fait I’association en série de filtres verticaux et de filtres
horizontaux. L’association la plus courante est mise en oeuvre de fagon relativement limitée
au Etats-Unis, en Allemagne, en Autriche et en France (Boutin, 1987) est constituée de deux
étages consécutifs de filtres verticaux en parallele suivis de deux ou trois étages de filtres
horizontaux en série.

L’intérét d'une telle association est d’obtenir une bonne nitrification dans les filtres verticaux
qui sont bien oxygénés, mais aussi une dénitrification dans les filtres horizontaux ou 1’on
trouve les conditions d’anoxie nécessaires a cette réaction. Les rendements de la
dénitrification ne sont pas trés eleves car les bactéries dénitrifiantes ont besoin de matiére
organique pour se développer et dénitrifier correctement. Or, en sortie des filtres verticaux, la
majeure partie de la matiére organique a été dégradée, elle n’est donc plus disponible pour les

bactéries.



Chapitre | Introduction Générale

4. Les milieux humides artificiels

La recherche a mis en évidence I’importante activité hétéro trophique des milieux humides,
ce qui leur confére une grande capacité a décomposer et a transformer la matiére organique et
les autres substances retrouvées dans les eaux usées (Brix, 1997 ; Reimold, 1994). lls peuvent
aussi agir en tant que sources, transformateurs et réservoirs de nutriments et de carbone (Brix,
1997), empéchant ainsi la surcharge des cours d’eau adjacents tout en favorisant le recyclage
des ¢léments nutritifs dans I’écosystéme.

Dans un marais, les polluants sont enlevés via une combinaison de processus physiques,
chimiques et biologiques tels la sédimentation, la précipitation, 1’adsorption aux particules du
sol, I’assimilation par les tissus végétaux ainsi que 1’assimilation et la transformation par les

microorganismes (Brix, 1993).

4.1. Réles des plantes

Les plantes caractéristiques des milieux humides sont capables de tolérer une grande gamme
de régimes hydriques allant d’une bréve sécheresse a une inondation permanente. Les plantes
émergentes enracinées dans le substrat sont généralement désignées sous le terme de
macrophytes (Greenway, 1997).

Plusieurs études comportant une comparaison entre un milieu humide avec macrophytes et un
autre possédant les mémes caractéristiques physiques mais sans macrophytes ont démontré
que la présence de ces dernieres améliore significativement 1’efficacité du traitement des eaux

usées (Breen et Chick, 1995 ; Breen, 1997 ; Lee et al., 1993).

Cependant, I’importance de la réduction de la concentration des éléments nutritifs de 1’eau par
I’assimilation directe des macrophytes ne fait pas I’'unanimité. Alors que la plupart des études
semblent démontrer qu’elles ont un role minime a jouer dans I’enlévement direct des
nutriments par assimilation (Jewel, 1994 ; Breen et Chick, 1995), certains soutiennent que
dans certaines conditions, 1’assimilation par les macrophytes est le principal mécanisme

d’enlévement (Breen, 1990 ; Rogers et al., 1990).

Néanmoins, bien qu’elles aient en général une capacité restreinte pour réduire la
concentration des éléments nutritifs, habituellement trés élevée dans les eaux usées, il est
certain qu’elles contribuent grandement a 1’établissement de conditions favorables a

I’amélioration de la qualité de I’eau (Jewel, 1994 ; Breen et Chick, 1995).
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En effet, les macrophytes agissent comme catalyseurs des réactions d’épuration en
augmentant la diversité des environnements dans la zone racinaire et en favorisant une variété
de réactions chimiques et biochimiques qui accroissent 1’épuration (Jenssen et al.; 1993) ; les
plus importantes seront détaillées plus loin dans cette section. De fagon générale, I’importance
des macrophytes pour améliorer 1’efficacité de traitement d’un étang est bien reconnue
puisque la majorité des études constituées ne comprennent pas la comparaison d’un marais

filtrant avec un marais controle.

4.2. Oxygénation de la rhizosphere

Dans un marais a écoulement de surface, I’eau est oxygénée par contact avec 1’air
ambiant. Toutefois, a cause du faible taux de diffusion de I’oxygene dans 1’eau, ce sont des
conditions anaérobies qui se développent dans le sol. Afin de survivre dans ces conditions, les
macrophytes ont du évoluer de fagon a étre en mesure de fournir de I’oxygene a leurs racines,
méme s’ils se retrouvent dans un milieu trés pauvre en oxygene. Sans oxygene, les racines ne
peuvent en effet assimiler les éléments nutritifs et 1’eau nécessaire au métabolisme de la

plante (Barclay et Crawford, 1982).

L’adaptation qui permet aux macrophytes de survivre dans les milieux humides est
essentiellement de nature morphologique. La tige et les feuilles possédent de larges espaces
intercellulaires qui forment un réseau continu des feuilles jusqu’aux racines ; ce réseau
d’aération interne est appelé aérenchyme. Cette caractéristique particuliere permet aux
macrophytes de survivre dans un milieu inapproprié pour les plantes terrestres (Barclay et
Crawford, 1982). L’aérenchyme peut occuper jusqu’a 60% du volume total de la plante chez
certaines especes (Brix, 1994). Ces espaces permettent le transport de 1’oxygéne des feuilles
jusqu’aux parties souterraines par diffusion moléculaire passive résultant d’un gradient de
pression partielle a travers 1’aérenchyme ou par simple courant de convection (convection
throughflow) (Brix, 1994).

La force qui engendre le courant de convection est un gradient de température et de vapeur
d’eau entre I’air des espaces intercellulaires de la plante et 1’air ambiant (Brix et al., 1996).

En effet, le contraste entre I’air chaud et humide de 1’aérenchyme et 1’air plus froid et plus
sec de I’atmosphére ambiante, provoque la mise en pression (pressurisation) de l’air a

I’intérieur de I’aérenchyme (Grosse et al., 1996a).

10
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Ce mode de transport est plus efficace que la simple diffusion et procure aux espéces qui en
bénéficient un avantage compétitif pour survivre a de plus grandes profondeurs d’eau
(Tornbjerg et al., 1994 ; Grosse et al., 1996a).

Ce mouvement interne de 1’oxygene a travers la plante, en plus de permettre L’oxygénation
des tissus racinaires, permet aussi d’oxygéner la rhizosphére par excrétion d’air au niveau des

racines (Brix, 1994).

Une fois les besoins pour la respiration racinaire satisfaits, I’oxygeéne en excés peut en effet
étre relaché dans la rhizosphére (Shipper et Reddy, 1996).

Par ailleurs, le probléme des macrophytes n’est pas uniquement de croitre dans un substrat
pauvre en oxygene, mais aussi de resister a la haute demande du milieu externe pour leur
oxygene interne (Brix et Sorrell, 1996). La perte d’oxygeéne due a la forte demande externe
pourrait, en effet, étre un facteur plus limitant que I’absence d’oxygene dans les sédiments

(Brix et Sorrell, 1996).

Afin d’assurer leur métabolisme racinaire, les plantes doivent donc minimiser leur perte
d’oxygene. Pour ce faire, elles conservent 1’oxygéne interne dont elles ont besoin gréce aux
couches subérisées et lignifiées de I’hypoderme et du cortex externe de la racine (Armstrong
et Armstrong, 1988). Ainsi, I’excrétion se situe surtout au niveau Sub-apical et il n’y a
généralement pas d’excrétion d’oxygéne au niveau des vieilles racines et des rhizomes

(Armstrong et Armstrong, 1988).

4.3. Ancrage des microorganismes

Le transport d’oxygeéne vers la zone racinaire puis la rhizosphére y crée un
microenvironnement oxygéné qui stimule la décomposition aérobie de la matiére organique et
I’établissement des bactéries nitrifiantes (Brix, 1997 ; Brix, 1994). Ceci permet la
transformation du carbone et de I’azote, ce qui est essentiel dans le traitement des eaux usées
(Reddy et al., 1990).

En effet, la decomposition de la matiere organique et la plupart des processus de traitement
des eaux usées sont attribuables a des microorganismes aérobies (Brix, 1993 ; D’Angelo et
Reddy, 1994).

11
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On sait par ailleurs que la densité des populations microbiennes pouvant étre supportées
dans un certain volume est généralement proportionnelle a la surface spécifique (Brgoon et
al., 1991). Or, non seulement les racines fournissent une surface d’ancrage importante au
niveau de la rhizosphére, mais les tiges et les feuilles des macrophytes contribuent, elles aussi,
a accroitre la surface disponible. Les bactéries, les algues et les périphyton peuvent ainsi étre
présents dans toute la colonne d’eau (Surrency, 1993), et le bio film qui s’établit sur ces

surfaces est responsable de la majorité des processus qui ont lieu dans un marais (Brix, 1997).

4.4. Enlevement de la matiére organique

La matiére organique présente, dans un milieu humide lors du traitement des eaux usées,
provient en bonne partie des eaux usées elles mémes ; mais une partie vient aussi de la
sénescence des algues et des macrophytes (Gal et al., 1992 ; Mann et Wetzel, 1996).

Une bonne partie des solides en suspension contenus dans les eaux usées est enlevée par
décantation tres t6t apres leur arrivée dans le marais (Price et Robert, 1997).

La décomposition de cette matiére organique dans les sédiments est principalement contr6lée
par la nature du substrat et par la disponibilité d’accepteurs d’¢lectrons (Moore et al., 1992 ;
Reddy et D’ Angelo, 1997).

Pour une décomposition efficace, il est important d’avoir une alternance de zones réductrices
et oxydantes (Armstrong et al., 1990). Or les marais offrent un fort gradient de potentiel
réducteur et d’oxygene dissout, ce qui crée des interfaces aérobies entre les sediments et la
zone racinaire (Reddy et D’ Angelo, 1997). Ainsi, en général, la décomposition aérobie a lieu
dans la colonne d’eau, a l’interface eau sédiments et dans la rhizosphére, tandis que la

décomposition anaérobie prend place dans les sédiments (Moore et al., 1992).

4.5. Enlevement des métaux

Les milieux humides ont également la capacité de réduire la concentration de certains

métaux dans 1’eau.

Les mécanismes responsables d’enlévement des métaux dans ce type de Systéme sont, par
ordre d’importance : les réactions chimiques et microbiologiques d’oxydation et de réduction
menant a leur précipitation, 1’adsorption aux particules de sol, la complexification avec les
matiéres organiques des sédiments et I’assimilation biotique (Skousen et al., 1994 ; Gersberg
et al., 1985, cité dans Crites et al., 1997).

12
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Ces mécanismes sont grandement influencés par le potentiel d’oxydoréduction, qui modifie le
degré d’oxydation des constituants du sol et influence ainsi la mobilité et la biodisponibilité
des métaux.

En présence d’un environnement réducteur dans les sédiments, les métaux existent sous forme
non ionique ou encore sous forme de complexes insolubles. Sous ces formes, les métaux sont
peu mobiles et leurs disponibilité pour les organismes vivants est faible (Hawkins et al.,
1997).

Les formes ioniques sont solubles dans 1’cau et leur contact avec 1’oxygene présent dans la
rhizosphére provoque leur oxydation et leur précipitation, favorisant ainsi 1’accumulation, a la
surface des racines, d’une couche d’hydroxydes métalliques appelée plaque racinaire (root
plaque) (St-Cyr et Campbell, 1996). L’oxydation des métaux dans la rhizosphére diminue
I’exposition des plantes aux formes réductrices toxiques des métaux qui s’accumulent dans les
sols anaérobies, tout en les rendant bio disponibles pour les plantes et les microorganismes

pour lesquels ils constituent des oligoéléments essentiels.

De plus, les plaques racinaires tendent a lier d’autres éléments comme le phosphore, les
rendant ainsi bio disponibles (St-Cyr et Campbell, 1996), il semble que certains métaux
particulierement toxiques comme le sélénium puissent étre enlevés par volatilisation (Zhang
et Moore, 1997 ; Azaizeh et al., 1997).

13
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5. BUT DU TRAVAIL

Dans ce travail nous nous proposons de mettre en place un systéme d’épuration des eaux usés
de Oued Meboudja. En effet les eaux drainées par Oued Meboudja sont chargées d’effluents
provenant des complexes industriels avoisinants. Le but de cette étude est de déterminer si les
milieux humides artificiels ou marais épurateurs peuvent constituer un systéeme adéquat pour
le traitement des eaux usées domestiques, industrielles et agricoles au niveau de Oued
Meboudja (Nord Est algérien). Pour cela, nous avons mis en place un systéme d’épuration au
laboratoire (simulation in vitro) semblable aux marais filtrants (marais a écoulement vertical).
Ce systéme est composé de deux bacs 1’un situé en hauteur et le second en contre bas pour
recevoir les eaux qui s’écoulent a partir du premier bac, dans lesquels des macrophytes

(Pragmites australis) ont été plantées.

Notre travail est subdivisé en quatre grandes parties :
-Une partie consacrée aux analyses physicochimiques d’échantillons d’eau provenant de

notre site d’étude et ce pour toutes les saisons.

- Une partie consacrée au suivi des variations biométrique physiologiques a travers
notamment la mesure des longueurs moyennes des racines des échantillons de Phragmites
australis ainsi que I’évaluation du métabolisme respiratoire des racines isolées par le biais de

la technique de la polarographie que nous avons adaptée au laboratoire a ce type d’études.

- La troisieme partie de notre travail est consacrée au suivi des variations biochimiques et
enzymatiques déployeées par les plantes placées en milieu défavorable et particulierement les

enzymes de la détoxification.

-La quatrieme partie a été effectuée au laboratoire de chimie analytique de 1’université Paris
VII. Nous nous sommes intéressés a la localisation des principaux métaux au niveau des
racines de Phragmites australis par microscopie électronique a balayage et a leur

identification par la technique de I’ICP.
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Chapitre 11 Partie physico-chimique

1. Introduction

La gestion des déchets en général et des déchets liquides en particulier constitue aujourd’hui,
une question environnementale tres préoccupante dans les pays en voie de développement. Si
ce constat est général, la situation est particulierement grave dans les zones urbaines en raison
des fortes densités de population et I’industrialisation intensive. Face a cette menace, la
plupart des pays africains, au lendemain de leur indépendance ont opté pour les systemes
classiques d’épuration des eaux usées (boues activées notamment) (Agendia, 1995 ; Kengne,
2000). Mais, ce choix technologique s’est souvent révélé trés inadapté a cause du colt trés
¢levé des installations et de leur équipement, de 1’absence de techniciens bien préparés a
assurer leur maintenance et des choix de priorité fait par les puissances publiques : d’ou la

vétusté du matériel, la surcharge et I’abandon des ouvrages.

Par ailleurs, la croissance démographique dans ces pays et la propagation des industries et
I’activité agricole intense sont si rapides qu’a moyen terme, les systémes d’assainissement a
envisager doivent étre flexibles et modulables, ce qui n’est pas le cas de ces derniers.
Pourtant, pour apporter des solutions a ce probleme, il existe des alternatives connues, tant du
point de vue technique, que du point de vue socio-économique : ce sont les méthodes
naturelles de traitement des eaux usées (Ghrabi et al, 1993). Parmi ces dernieres notons, les
lagunages, et en particulier, le lagunage a macrophytes et a microphytes.

Dans cette technique, les plantes ont développé des mécanismes complexes pour absorber les
substances organiques ou minérales de I’eau a travers leurs racines et leurs feuilles, lesquelles
sont ensuite transportées dans d‘autres parties de la plante pour étre utilisees, transformées,

dégradées ou stockées (Cunningham et al., 1995 ).

La présente étude a donc pour but, d’évaluer les performances épuratoires physico-chimiques
d’une installation de lagunage, exploitée successivement sous la filiere a macrophytes ,
(Phragmites australis) et de voir si ces milieux humides artificiels ou marais épurateurs
peuvent constituer un systéme adequat pour le traitement des eaux usées domestiques,
industrielles et agricoles. Pour atteindre ce but, nous avons mis en place un systeme
d’épuration au laboratoire (simulation in vitro) semblable au marais filtrant (marais a
écoulement vertical). Ce systéme est composé de deux bacs : 1’un situé en hauteur et le second
en contre bas pour recevoir les eaux qui s’écoulent du premier bac, dans lesquels des

macrophytes ont été plantées (Phragmites australis).
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Nous avons choisi de travailler sur les eaux de Oued Meboudja en raison de leur forte
pollution par des effluents du complexe sidérurgique (ISPAT), des eaux ménageéres, des eaux

de vannes et des eaux d’irrigation agricole.

2. Matériel et méthodes
Notre étude expérimentale a été effectuée au laboratoire de toxicologie cellulaire de
I’université d’Annaba.
2-1. Matériel biologique

Dans notre travail, nous avons utilisé un macrophyte réputé pour son fort pouvoir épurateur
c’est: le roseau commun (Phragmites australis) qui est I’'une des espéces végétales
envahissantes (Jodoin et al., 2008). Le roseau est probablement une des plantes vasculaires les
plus répandues dans le monde (Mal & Narine, 2004).C’est une espeéce hydrophile qui se
trouve naturellement dans les milieux humides ou les plaines inondables, comme les marais
d’eau douce ou saumatre (Meyerson et al., 2000) et les rives des fleuves, des rivieres et des
lacs (Wilcox et al., 2003, Hudon et al., 2005). Le roseau se dissémine soit de maniere sexuée,
soit par propagation végétative (Mal & Narine, 2004). Une colonie de roseau s’implante
généralement dans un nouveau site par le biais de la germination d’une graine disséminée par
le vent ou I’ecau (Alvarez et al., 2005), ou par I’enracinement d’un fragment de tige ou de
rhizome (Bart & Hartman, 2003, Hudon et al., 2005).

Une fois implantée, une colonie s’étend par propagation végétative a 1’aide d’un réseau de
rhizomes et de stolons (Haslam,1972, Mal & Narine, 2004) c’est une plante qui résiste aux
milieux les plus argileux et rocailleux, facile a implanter en milieux marécageux (Fauteux,
2002). C’est une plante herbacée, halophyte a tamarix des oueds, & nappe phréatique
persistance, a faible profondeur (2 a 3 m); Sa hauteur est de 1 a 5 metres. Cette plante
comporte 2 sortes de tiges : les unes souterraines, appelées rhizomes, les autres aériennes
dressées et simples, portant de longues feuilles rubanées qui se terminent par des
inflorescences (Gausen et al., 1982). Elles sont dressées au bord de I’eau (nappe de roseau) et
appelées roseliers ou phragmitaires (Gaujous,1995).

Les roseaux sont des macrophytes qui appartiennent au groupement des heliophytes et se
caractérisent tout particulierement par leurs systémes racinaires trés actifs et capables de
résister a des conditions trés difficiles méme lorsque la partie aérienne de la plante est

desséchée.
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Le développement de nouvelles tiges intervient entre le printemps et 1’automne (d’avril a
octobre).

Ce végétal peut méme supporter des périodes de gel dont I’action est positive sur la
déshydratation des boues (phénomeéne gel-degel-retractation) (Esser, 1999).

Les roseaux sont capables d’absorber et de concentrer des quantités importantes de polluants
et ils contribuent a I’autoépuration des eaux. Leur développement s’accélére dans les eaux

calmes et les rivieres (Dajoz, 1985)

Systéematique :
Nous avons opté pour la classification proposee par Quezel et al. (1962-1963).
Regne : Végétale.
Embranchement : Spermaphytes.
Sous/emb : Angiospermes.
Classe : Monocotylédones.
Ordre : Graminales.

Famille : Graminées.

Genre : Phragmites.

Espece : australis.

Figure 3 : Roseaux (Phragmites australis)
(www.afleurdpeau.com)

2-2 Prélévement de ’eau

Nos prélévements ont été effectués au niveau de Oued Meboudja situé a proximité du lieu dit
« Pont Bouchet » a une profondeur de 50 cm environ. Nos échantillons ont été prélevés loin
des obstacles naturels comme le recommande Rodier (1996).Les eaux potables sont prélevées

directement du robinet.
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2-3 Mise en place du dispositif

L’expérience est réalisée au laboratoire dans des conditions in vitro, nous avons construit un
systétme d’épuration type marais filtrant (marais a écoulement vertical), ce dernier est
composé de deux bacs reliés entre eux par un tuyau, le premier situé a une hauteur de 53.5
cm (ler étage) et contient trois couches de graviers de granulométrie et d'épaisseur différentes

(couche filtrante, couche de transition et couche drainante).

Le deuxiéme situé a une hauteur de 21 cm (deuxieme étage) contenant aussi trois couches :
deux composées de graviers et la troisieme qui est la plus épaisse est constituée de sable,
dans ces derniers des macrophytes ont été plantés (Phragmites australis), le premier bac est
irrigué directement par I’eau de Oued Meboudja et le deuxiéme regoit I’eau du premier étage.
En paralléle, un troisieme bac irrigué par de 1’eau de robinet servira de témoin. On place dans
chaque bac une quantité équivalente de roseaux qui séjournent une dizaine de jours au moins
(Genevieve, 2002).Figure 4

Cette expérience est répétée quatre fois, & chaque saison (printemps et €té, automne, hiver).

Figure 4 : Systéme d’épuration (les deux étages d’épurations).

(Laboratoire de toxicologie cellulaire)
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2-4 Présentation de la zone d’étude
La région de Méboudja est connue, essentiellement, pour sa vocation agricole depuis une
vingtaine d’années. C’est une vallée qui a connu un développement industriel important, ce
qui a engendré des rejets abondants, non traités dans les milieux naturels. Ces rejets non
contr6lés ont généré une pollution de 1’eau des oueds.
Les cartes de vulnérabilité montrent que les eaux de Oued Méboudja sont tres polluées, ce
qui explique I’eutrophisation observée (Djabri et al., 1997).
Le canal de Oued Méboudja prolonge le canal principal du lac Fetzara en aval du pont vanne,
il draine, en plus des eaux provenant du lac Fetzara, celles issues d’une région couvrant pres
de 276.25 Km2.
Cette derniere est composée de petits sous bassins : le sous bassin versant nord et le sous
bassin sud. 1l constitue la limite Ouest du complexe ISPAT (Annaba) et rejoint la Seybousse a
environ 8 Km de I’embouchure vers la mer Méditerranée (Direction des Services Agricole
d’Annaba 2000). Ce canal regoit les effluents domestiques des régions de Sidi Amar et El-
Hadjar et les rejets de la zone industrielle de Berrahel. Il recoit également prés de 4.5 millions

de m3 d’eaux usées et de rejets liquides du complexe ISPAT (Djabri, 1991).

2-5 Situation géologique et hydrologie de Oued Méboudja
Oued Méboudja traverse les plaines de Annaba a 1’Est du lac Fetzara, il est bordé au Nord par

le massif métamorphique de I’Edough et au Sud par le piémont de la chaine numidique

(Abadlia, 1999). (figureb)
* Hydrologie de Oued Meboudja

Le réseau hydrologique de 1’Oued et ses effluents dépend étroitement des parametres

climatiques.
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3-Méthodes d’analyses des eaux

Pour les différentes analyses physicochimiques, nous avons prélevé des échantillons d’eau
usée des différents bacs plantés de roseaux (apres épuration), ainsi que les eaux usées brutes
d’Oued Meboudja.

Les analyses ont été effectuées au niveau du laboratoire d’analyse « horizon « Annaba. Le
tableau (1) regroupe les principaux parametres et méthodes utilisés.

Tableau 01 : Principaux éléments étudiés et méthodes d’analyse pour chaque échantillon

d’eau.

Rep Eléments Méthode d'analyse

01 |[DCO Rodier 1996

02 |DBO5 Rodier 1996

03 [Nitrite Méthode par spectrométrie d’absorption moléculaire :
ISO 7890 — 1 — 1984.

04 |Nitrate Méthode spectrométrique au diméthyle 2,6 phénols.
ISO-6777: 1984.

05 |Ortho phosphate Dosage spectrométrique a I'aide du molybdate d'ammonium
ISO 6878 -1 :1986.

06 |Température Lecture directe (thermometre)

07 |MES Rodier 1996

08 |pH Rodier 1996

09 |[Ammonium Rodier 1996

10 |Conductivité Rodier 1996

4-Dosage des métaux au niveau des plantes
Le dosage des métaux au niveau des plantes a été réalisé au laboratoire de chimie analytique
de I'université Paris VII (France) par la méthode de 1’ICP (Inductivety CoupledPlasma Mass-
Spectrometer, Elan 6000, Perkin) et cela aprés une minéralisation des racines par la méthode
de (Cirad, 2004).
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- Mineéralisation du vegétal :

Cette méthode de mise en solution d’éléments minéraux contenus dans un matériel vegétal
s’adresse a des matrices appropriés, pauvres en silice et dont le résidu, aprés passage au four,
est trés réduit.

500 mg de matériel végétal préalablement séché, sont introduits dans une capsule en quartz, la
capsule est placée dans un four dont la température est augmentée progressivement jusqu’a
atteindre 500 C° et sera ainsi maintenue pendant 4 - 5 heures :

Aprés refroidissement, les cendres sont humectées avec quelques gouttes d’eau ; puis on
ajoute 2.5 ml de HCL a, 37 % ; on laisse en contact 10 minutes et on filtre avec de 1’cau
distillée dans des fioles jaugées de 50 ml.

Apres avoir ajusté au trait de jauge puis homogénéisé par agitation manuelle ; les solutions
sont transvasées dans des godets préalablement rincés avec la solution et sur lequel le numéro
de I’échantillon est inscrit (CIRAD, 2004)
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5-Résultats
5-1 Parameétres physico-chimiques des eaux usées :

Nos dosages ont dans un premier temps mis en évidence une forte pollution dépassant

parfois les normes algériennes (voir Annexe).

5-1-1 La température :

Le tableau (2) montre que les températures sont stables durant notre expérimentation
(26,59 C-). Cependant, nous constatons une Iégére diminution de la température au niveau
des deux bacs, et ceci est observé particulierement en Hiver ou la température diminue pour
atteindre 20,54Co.

5-1-2 Le pH:

Les variations du pH des eaux durant notre expérimentation sont illustrées sur le tableau
(3). Ainsi nous constatons une légere diminution du pH apres la premiére et deuxieme
épuration des eaux usees. En automne cette diminution est de 1,6 degré pour la deuxieme
épuration.

5- 1-3 La conductivité électrique (CE) :

Le tableau (4) met en évidence les variations de la conductivité des eaux dans les bacs a
épuration. Nous constatons une diminution tres apparente de la conductivité électrique des
eaux apres passage dans les deux bacs. Ainsi aprés une premiére épuration la conductivité
diminue d’environ 10% par rapport aux eaux n’ayant pas été en contact avec les plantes.
Apres le second passage (deuxiéme épuration) , la conductivité diminue d’environ 60% en
Automne et de 15% au printemps. Celle-ci passe en effet de 825 a 156 apres passage dans

les deux bacs.
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Tableau 2: Variations de la température avant et apres séjour des plants de
Phragmites australis dans les eaux usees.

Température en “C)

Saisons
Eau brute Epuration 1 Epuration 2
Printemps 18 16 14
Eté 21 19 18,01
Automne 25,5 23 21,7
Hiver 26,59 21,5 20,54

Tableau 3: Variations du pH avant et apres séjour des plants de Phragmites australis

dans les eaux usées.

. pH
Saisons
Eau brute Epuration 1 Epuration 2
Printemps 7,5 7 7,1
Eté 8 7,6 7,1
Automne 8,7 7,5 7,1
Hiver 7,9 7,6 7,2
Tableau 4: Variations de la conductivité avant et apreés séjour des plants de
Phragmites australis dans les eaux usees.
Saisons Conductivité en (us/cm)
Eau brute Epuration 1 Epuration 2
Printemps 825 289 156
Eté 1020 850 350
Automne 1580 1100 500
Hiver 1490 1150 950
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5-1-4 Pammonium

Le tableau (5) regroupe les valeurs en ammonium obtenues durant notre expérimentation.
Nous constatons que ces dernieres sont conformes aux normes Algériennes (qui sont de
500mg/l). De plus apres épuration, nous constatons une réduction de ce composant dans les
deux étages d’épurations, et ce quelques soient les saisons. Ainsi le taux d’ammonium
diminue d'une fagcon considérable aprés la deuxieme épuration du printemps pour passer de

60mg /I 4 0,18 mg/l aprés la deuxiéme épuration.

5-1-5 nitrates
Les teneurs en nitrates dans les eaux avant et apres passage des roseaux dans les deux bassins
sont illustrées dans le tableau (6). Ces taux revelent une importante pollution azotée.
Cependant aprées passage des plants de Phragmites australis, nous constatons une diminution
du taux de NO3  (une dizaine de jours dans chaque étage d’épuration). En effet la filtration de
NOj3 est de 40% pour E2 en automne et la diminution est plus importante au printemps ; Ou

elle atteint 807 apres passage dans le deuxiéme bac.

5-1-6 nitrites
Le tableau (7) regroupe les valeurs des taux de nitrites apres passages succesifs dans les bacs
a épuration plantés de roseaux. Nous constatons que ces valeurs sont conformes aux normes
algériennes, sauf pour les échantillons recueillis en automne ou le taux de nitrates dépasse les
normes, méme apres la deuxiéme épuration, en effet le taux de nitrites est de 3,46 mg/l pour

les eaux brutes et de 1,06 mg/l aprés épuration.
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Tableau 5: Variations des teneurs en ammonium avant et apres séjour des plants de
Phragmites australis dans les eaux usees.

. Concentrations en ammonium en (mg/l)
Saisons
Eau brute Epuration 1 Epuration 2
Printemps 60 2,8 0,18
été 2,5 0,3 01
Automne 33 15 3
Hiver 24 11 2

Tableau 6: Variations des teneurs en nitrates avant et apres séjour des plants de
Phragmites australis dans les eaux usées.

. Concentrations en nitrates en (mg/l)
Saisons
Eau brute Epuration 1 Epuration 2
Printemps 29,7 10,25
été 26 20
Automne 23,5 20,81 13
Hiver 8,93 7,54 511

Tableau 7: Variations des teneurs en nitrites avant et apres séjour des plants de
Phragmites australis dans les eaux usees.

. Concentrations en nitrites en (mg/l)
Saisons
Eau brute Epuration 1 Epuration 2
Printemps 0,85 0,5 0,06
été 0,35 0,2 0,03
Automne 3,46 1,9 1,06
Hiver 0,5 0,32 0,06
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5-1-7 Les orthophosphates (PO,")

Les variations des teneurs en ortho phosphates dans les eaux usées avant et aprés séjour
des roseaux sont illustrées dans le tableau (8). Nos résultats révelent une importante pollution
phosphorée. Ces résultats sont remarqués le plus, durant la deuxiéme et la troisieme saison
(été et Automne). Apres passage des plants de Phragmites australis, nous remarquons une
diminution significative du taux d’ortho phosphates. En effet le taux de PO,> diminue de plus

de 95% a 98% durant ces deux saisons et ce pour toutes les conditions étudiées.

5-1-8 Les matieres en suspensions (MES)

L’évolution des matiéres en suspension, est représentée dans le tableau (9). Ainsi nous
constatons une diminution tres importante de la teneur en matiéres en suspensions apres la
premiére et deuxiéme épuration. La différence est de 1’ordre de 80% et 90% respectivement

pour les eaux usées aprés épuration 1 et épuration 2 et ce quelque soit la saison.
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Tableau 8: Variations des teneurs en orthophosphates avant et aprés séjour des plants
de Phragmites australis dans les eaux usées.

Concentrations en orthophosphates en (mg/l)

Saisons
Eau brute Epuration 1 Epuration 2
Printemps 55,5 39 4,5
Eté 240 30 4,5
Automne 82,5 44 1,2
Hiver 40 21,9 0,9

Tableau 9: Variations des MES avant et apreés séjour des plants de Phragmites australis

dans les eaux usées.

Saisons MES en (mg/l)
Eau brute Epuration 1 Epuration 2
Printemps 125 80 20
Eté 111 67,33 32
Automne 95,33 19,95 | 10,11
Hiver 75,22 8,99 4,65
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5-1-9 Demande chimique en oxygene DCO

Le tableau (10) illustre les valeurs de la DCO avant et aprés épuration. Nous constatons
que ces derniéres dépassent largement les normes Algériennes (qui sont de 120mgl/l).
Exception faites pour les mesures effectuées en hiver ou la valeur de la DCO est conforme
aux normes. Apres épuration, nous constatons une réduction de la DCO au niveau des deux
¢tages d’épurations. Ainsi le taux de la DCO diminue d'environ 80 a 90 % apres la deuxieme
épuration pour les trois autres saisons, cela dit, au printemps, la valeur de la DCO reste

supérieure a la norme(160mg/l) .

5-1-10 Demande biochimique en oxygéne (DBOs)

Les valeurs de la demande biochimique en oxygene sont représentées dans le tableau
(11). Au printemps et en été, les valeurs de la DBOs sont supeérieures a celles obtenues durant
I’hiver et I’automne avec respectivement 805 mg/l et 250 mg/l (elles sont supérieures aux
normes Algériennes qui sont de 40 mg/l) . En présence des plants de Phragmites australis, la
DBOs tend & diminuer d'environ 5 a 10%, en automne, apres premiere epuration, et d’environ
35% apres la deuxieme épuration avec un abattement d’environ 95% au printemps pour
atteindre 43 mg/l (proche de la norme algérienne); un troisiéme bassin d’épuration peut

donner un meilleur rendement.
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Tableau 10: Variations de la DCO avant et apres sejour des plants de Phragmites

australis dans les eaux usées.

DCO en (mg/l)

Saisons
Eau brute Epuration 1 Epuration 2
Printemps 1000 500 160
Eté 750 143 35
Automne 605 250 60
Hiver 96,66 53 23,23

Tableau 11 : Variations de la DBOs avant et apreés séjour des plants de Phragmites

australis dans les eaux usées.

DBOs en (mg/l)

Saisons
Eau brute Epuration 1 Epuration 2
Printemps 805 550 43
Eté 250 160 80
Automne 140 120 94
Hiver 99,01 71,03 40
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5-2 Dosage des métaux au niveau des racines

5-2-1 Variations du taux de Fer au niveau des racines

Le tableau (12) représente les variations du taux de Fer au niveau des racines de Phragmites
australis, avant et apres passage dans les eaux usées, ces résultats révelent que nos
échantillons d’eau sont fortement chargés en métaux lourds et spécialement en Fer,
probablement en raison des rejets du complexe sidérurgique. La teneur en fer au niveau des
racines des plants du premier bassin est supérieure & celle des témoins. Nous avons noté une
accumulation tres élevée au niveau des racines apres la premiere épuration et ce pour les
quatre saisons d’études. Ce résultat est observé le plus en automne avec un taux de fer de
0,97 mg/l chez le témoin et 8,55mg/ | pour les racines du premier bassin, le taux de Fer
diminue de maniere plus importante au niveau des racines des plantes placées dans le
deuxiéme bac a épuration avec 4,45mg/l ( ces valeurs restent elevées par rapport aux autres

saisons).

5-2-2 Variations du taux de zinc au niveau des racines

Le tableau (13) illustre les variations du taux de Zinc au niveau des racines de Phragmites
austalis durant notre expérimentation. Nous constatons que pour les racines issues de la
premiére épuration le taux de zinc est largement supérieur a celui trouvé au niveau des
racines témoins. Le taux le plus marquant est observé en automne ou nous avons noté 0,051
mg/l pour les témoins et 2,5 mg/l apres sé¢jour dans le premier bassin d’épuration. Ce taux
diminue pour atteindre 0,989mg/l. Cette variation du taux de zinc avant et apres passage
dans les deux bacs a épuration est constatée durant les trois autres saisons. Cependant ce taux

reste toujours supérieur aux normes.
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Tableau 12 : Variations des teneurs en Fer avant et apres séjour des plants de

Phragmites australis dans les eaux usées.

. Fer en (mg/l)
Saisons
Témoin Traité 1 (R) Traité 2 (R)
Printemps 1,73 4,32 2,37
Eté 1,523 5,12 2,25
Automne 0,979 8,55 4,45
Hiver 1,231 7,228 3,112

Tableau 13 : Variations des teneurs en Zinc avant et apres séjour des plants de

Phragmites australis dans les eaux useées.

. Zinc en (mg/l)
Saisons
Témoin Traité 1 (R) Traité 2 (R)
Printemps 0,039 0,989 0,733
Eté 0,032 0,591 0,37
Automne 0,051 2,25 0,989
Hiver 0,049 1,612 0,531
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Discussion

Les analyses physicochimiques effectuées avant et aprés passage des eaux usées par le
systeme d'épuration, ont mis en évidence :

-Une diminution du pH qui peut aller de 0,5 a 1.5 unités au niveau du deuxieme étage. Elle
atteint en automne une diminution de 1,6 unités.

Ceci pourrait s'expliquer par I’accumulation des ions H+ suite a 1’activité des bactéries
nitrifiantes, ou a la production d’ions H+ par la plante (Bowes et Beer, 1987; Ndzomo et al.,
1994) pour compenser le prélévement de certains cations (nutrition minérale). D'un autre coté,
I’accumulation de CO2 due au métabolisme des plantes ou a la dégradation de la matiére
organique par les bactéries hétérotrophes (Attionu, 1976; Sridhar et Sharma, 1985; Jedicke et
al., 1989), ainsi que, la sécrétion d’exsudats (acides organiques) au niveau des racines des
plantes (Bowes et Beer, 1987; Good and Patrick, 1987), contribuent également a cette
diminution du pH. Ces résultats sont en accord avec ceux de Awuah et al. (2001) et (2002),

ainsi qu'avec ceux de Kone (2002).

Les valeurs de la température durant les quatre saisons d’étude pourraient influencer
I’épuration (Poulet et al, 2003). Une température élevée augmente 1’activité des
microorganismes dégradeurs. Dans notre cas, ceci est confirmé par la diminution de la DBOS5.
Selon Ayaz et al.,( 2001) La variation de la température est imputable aux fluctuations du

débit d’eau de refroidissement a travers les deux étages d’épuration.

Concernant la conductivité éclectique, sa diminution dans les quatre saisons peut
s’expliquer selon Coulibaly et al. (2008b) par une rétention de sels dans le massif filtrant. Ces
sels peuvent étre retenus par diverses réactions physicochimiques et biochimiques
(absorption, échanges ioniques, oxydation, neutralisation).

Selon Chafai, (1996) les eaux des unités industrielles sont généralement caractérisées par une
conductivité électrique (CE) élevée favorisant la corrosion des matériaux, et une modification
de leur saveur (teneur en ClI-). Les valeurs enregistrées, révelent que quelle que soit la saison,
la conductivité électrique est élevée en raison de la charge organique. Mais 1’existence des

filtres plantés permet une trés forte réduction de ce parameétre.
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Nous avons également mis en évidence une diminution des ions ammonium et nitrates apres
passage par les deux étages d’épuration. Selon Reddy et al., (1999) La réduction des ions
ammonium et des nitrates serait la conséquence d’une faible volatilisation des
xenobiotiques.

Ainsi Jetten et al.,( 2001)et Schmidt et al.(, 2002) stipulent que la diminution de I’ammonium
et du nitrate indiquent qu’une nitrification a lieu. Si la nitrification produit seulement du nitrite et
pas de nitrate, une oxydation anaérobie de I’ammonium est possible. Les bactéries Anammox sont
tres sensibles a ’oxygeéne. Lorsque I’oxygeéne est limité dans le milieu, les bactéries Anammox
peuvent coexister avec les bactéries nitrifiantes, en particulier Nitrosomonas qui est responsable
de la transformation de NHas+ en NO2- . Dans cette association, I’oxygeéne est utilis€ par
Nitrosomonas pour 1I’oxydation de I’ammonium, les nitrites formés sont ensuite utilisés par les
bactéries Anammox, comme accepteurs d’électrons, pour I’oxydation de I’ammonium en azote
élémentaire (N2).

Ainsi, les principaux mécanismes d’enlévement de 1’azote dans un milieu humide sont la
nitrification et la dénitrification (Pride et al., 1990 ; Martin et Moshiri, 1994). Les
macrophytes  absorbent principalement de ’azote inorganique sous forme de nitrates (NO™)

et d’ammonium (NH**) (Reddy et D’ Angelo, 1997 ).

Cependant Brix (1994) ajoute que méme si les macrophytes sont en général des plantes trés
productives, la quantité de nutriments qui peuvent étre assimilés par celles-ci est insignifiante
par rapport & la charge présente dans les eaux usees, selon Weisner et al. (1994) qui a
travaillé sur des nitrates marqués (15N-NO3) et additionnés a un milieu humide, seulement 6 a
17% des nitrates marqués ont été incorporés dans la biomasse végétale (détectés dans les
tiges, racines et rhizomes vivants). Dans cette méme expérience, 56 a 82% des nitrates
marqués ont complétement disparu du microsome (non détectés dans 1’eau, les macrophytes,
les sédiments et les périphytons); les chercheurs ont attribué cette disparition a la
dénitrification. Ainsi, en ce qui concerne I’enlévement de 1’azote, la dénitrification semble
jouer un réle beaucoup plus important que I’assimilation par les plantes (Brix, 1993 ; Moore
et Reddy, 1992).

Selon Wood (1990) les nitrates stables en conditions aérobies, peuvent étre assimilés

directement par les plantes ou ils servent d’accepteurs d’électrons dans le processus de

dénitrification.
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Concernant les taux de nitrites, nos résultats révélent qu’ils dépassent largement les
normes, en raison d’une importante pollution azotée traduite par une réduction des nitrates et
nitrites en Ammonium (Gaujous, 1995). Cependant, apreés sejours des roseaux dans les eaux
usées les valeurs ont diminué, du fait de la nitrification bactérienne comme le stipule (Sun et
al. 1998).

Concernant les orthophosphates, nos résultats ont mis en valeur des teneurs supérieures aux
normes algériennes.

Ceci serait du aux eaux de lessivages des terres cultivées ou traitées par certains pesticides
(Rodier, 1996). Ces valeurs ont tendance a diminuer en présence des plants de Phragmites
australis ce qui concorde avec les travaux de (Sun et al. 1998) et ceux de( Lienard, 1990).
Les roseaux possédent un systeme racinaire tres actif et capable de résister aux plus
dangereux xenobiotiques tels que les métaux lourds, les détergents et pesticides (Esser, 1999).
Nos résultats concernant les matiéres en suspension, ont mis en évidence une diminution de
ces derniéres apres passage par les deux étapes d’épuration. Cette diminution peut étre
expliquée par le maintien d'une surface ombragée grace aux plantes émergentes atténuant
ainsi la croissance des algues et permettant de maintenir de bons rendements d'enlévement
pour les MES (80 a 90%) (Hancock et al., 1991).

Selon Cooper (1990a) Les systemes a écoulement horizontal ou vertical, offrent de trés bons
rendements d'enlévement des MES pouvant varier de 90 a 95% lorsque le milieu filtrant est
bien choisi et qu'il n'y a pas de court-circuitage. En général, l'usage d'un milieu sableux assure
une trés bonne filtration, ( Kone 2002).

Un bon abattement des MES engendrera un abattement des hydrocarbures (fixées aux MES
pour D’essentiel) et des métaux sous forme particulaire. En général, les concentrations en
métaux particulaires sont d’autant plus importantes que les particules sont de petites tailles

(< 10 um). La majorité des particules ont une taille inférieure & 100 um avec une taille
moyenne de 30 um pour des ruissellements routiers (Bulc et al., 2003).

Concernant la DBOs Vaillant (1973) la définit comme étant un critére de pollution bien
adapté aux eaux peu ou modérément polluées. La DBOs d’une eau usée ne doit pas dépasser
les 40 mg/l. (journal officiel de la république algérienne n°46, 1993). Nos résultats ont mis en
évidence des valeurs supérieures a la norme, avec une DBOs pouvant atteindre 140 mg/l en

Automne.
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Selon Polprasert et khatiwada, (1998) L’élimination de la matiére organique dans les
bassins a macrophytes est basée sur une relation symbiotique plantes-bactéries, dans laquelle
les bactéries utilisent I’oxygene fourni au milieu par les plantes pendant la photosynthése pour
dégrader le carbone organique.

e C’est ce qui explique la diminution de ce paramétre aprés passage des eaux d’Oued a
travers les deux étages d’épuration plantés de roseaux.

Ceci concorde avec les résultats de (Sankar 2000 et Kadlec et Knight 1996) qui montrent que
Phragmites australis possédent des sites dans leurs zones racinaires qui favorisent la
croissance bactérienne et permettent ainsi la dégradation de la matiere organique et donc la
diminution de la DBOs. Phragmites australis a la particularité de créer un environnement
oxydant dans la zone racinaire et de procurer du carbone et de 1’énergie aux
microorganismes. Rivera et al. (1997) ajoutent que la diminution de la DBOs apres
bioépuration est facilitée par la température qui favorise la croissance des bactéries. Ceci a
été également confirmeé par les travaux de (Copper,1996) sur le traitement des eaux usées
domestiques. Ainsi nos résultats sont en accord avec ceux de (Levasseur,2000) qui a utilisé
des filtres plantés de roseaux pour la déshydratation du lisier et a confirmé une diminution de

la DBOs apres le séjour de Phragmites australis.

Concernant la DCO nous avons noté un abattement d’environ 85% au printemps et en
été ; ceci pourrait s’expliquer par la charge importante en polluants vu le manque de
pluviométrie.

Aussi I’abattement de la DCO est visiblement du & la rétention physique de la matiere
organique de I’eau usée dans les filtres et I’oxydation de celle-ci par la flore microbienne.

Ce résultat est probablement lié a la présence des plantes qui créent des conditions
physicochimiques favorables & I’oxydation de la matiére organique par la flore microbienne.
Celle-ci apporte de 1’oxygéne dans le massif filtrant via les racines et les rhizomes (Brix,
1994).

Selon Silvestre et al, (1997) I’abattement observé sur ce parametre  peut s’expliquer par la
présence des roseaux qui oxygenent le massif filtrant par 1’intermédiaire des rhizomes.

Selon Tchobanouglos, (1987) I’abattement de la DCO est du principalement & la
sédimentation des polluants dans les deux bassins d’épuration expérimentation.

Concernant le taux de métaux lourds au niveau des racines, nous avons noté une

accumulation importante de Fer et de Zinc dans les racines des deux bassins d’épuration.
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Selon Levitt, (1980) Certains éléments metalliques tels que le Fer, le Zinc et le Cuivre sont
essentiels aux organismes vivants a de faibles concentrations. Cependant aux fortes
concentrations ces éléments peuvent étre lorigine d'un stress oxydatif avec pour
conséquence une modification de la réaction physiologique.
Toujours selon Levitt (1980) deux stratégies principales sont impliquées dans ce phénoméne
de résistance de la plante contre le stress métallique :
- La stratégie d’évitement : par laquelle les plantes se protégent du stress métallique en
Limitant leur absorption ;
- La stratégie de tolérance : qui fait référence aux réactions permettant de limiter les effets
néfastes des métaux dans 1’organisme.

Dans notre travail nous avons noté une accumulation des métaux particulierement en hiver et
en automne. C’est ainsi que Duman et al. (2007) ont mis en évidence une accumulation plus
importante en ETMs en automne et en hiver, dans les racines de deux especes de macrophytes
dont P. australis.

IIs expliquent ce resultat par le fait que la plante accumule davantage d'éléments trace
métalliques dans les derniers mois de sa vie jusqu'a sa mort en hiver. En effet, Duman et al.
(2007) ont observé une diminution de l'accumulation des ETMs du printemps a I'été, puis une

forte accumulation en automne et en hiver. Ce qui concorde avec nos résultats.

D'une maniere générale, il a aussi été démontré par Mishra et al, (2008) que les macrophytes
accumulaient davantage d'ETMSs au niveau des racines qu’au niveau des tiges et des feuilles.
Selon 1’étude établie par Cardwell et al.,(2002) Ce phénomeéne s'explique essentiellement par le
fait que les sédiments, dans lesquels les macrophytes prennent racines, sont généralement plus
concentrés en ETMs que dans I'environnement aquatique au sein duquel ils évoluent.

Cooper et al, (1998) explique I’abattement des métaux par le fait que les formes particulaires
des métaux sont retenues par filtration et les formes solubles sont éliminées par précipitations
sous formes d’oxydes ; grace a I’action de bactéries métallo oxydantes ou sulfato réductrices
suivant la zone du filtre, ainsi qu’au niveau de I’interface racines/sédiments ou les gradients
redox sont élevés.

Selon Ye et al., (1997b) Phragmites australis présente une forte tolérance au Zinc et au Fer ,
mais aussi au Plomb et au Cadmium. Ce qui confirme leur concentration importante au

niveau des racines.
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Apres la deuxiéme épuration la concentration en métaux diminue ce qui pourrait s’expliquer
selon Baker et Walker, (1990) ; par le fait que la stratégie d’exclusion, adoptée par les especes
tolérantes, consiste a réduire 1’absorption du Fer et du Zinc par les racines et leur transfert
vers les parties aériennes.

Ainsi, Salt et al. (1999) ont montré, que le Zn (étant dans les racines sous forme du complexe
Zn-histidine) est transporté vers les parties aériennes essentiellement sous forme cationique
libre Zn2+ avec une faible proportion liée aux acides organiques (principalement au citrate).
Le Zn est finalement stocké dans les vacuoles des cellules foliaires sous forme de complexe

avec le citrate.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Bordeleau (1998), qui stipule que Phragmites
australis gréce a ses racines va assimiler les métaux et diminuer ainsi leur concentration dans
le milieu, Alors que Sevrin et al. (1995) explique la diminution du taux de fer par son

accumulation dans les microorganismes que contiennent les eaux usées.

Conclusion :

Nos résultats ont montré que 1’utilisation d’un marécage artificiel a écoulement vertical ou
la phytoepuration par des macrophytes permettrait de réduire la charge polluante de 1’oued,
Nos résultats ont révélé également un fort pouvoir épurateur de Phragmites australis avec
une diminution de la plupart des paramétres physicochimiques étudiés. En effet les matiéres
en suspension ont été enlevées avec une efficacité hautement significative de 90%, quand aux
orthophosphates PO,* la capacité d’enlévement est hautement significative et atteint jusqu'a
95%, les nitrates, aussi, ont montré une diminution de 50% et un abattement trés important
de 70 a4 90% a été enregistré pour la DCO et la DBO s, pour les éléments traces métalliques
les résultats ont révélé que Phagmites australis est une plante hyperaccumulatrice et peut
tolérer un trés haut niveau de pollution de tout type, mais aprés un deuxieme passage dans le
bassin d’épuration le taux de métaux diminue énormément par rapport aux racines du premier

bassin.
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1-Introduction :
Une plante est considérée comme un bon candidat pour la phytoremédiation si en plus de son
pouvoir de décontamination, elle posséde un bon potentiel de stabilisation du sol. Ce dernier
est fonction du développement et de I’architecture du systéme racinaire. (Vietmeyer 1993).
Les plantes peuvent agir de fagon directe : en absorbant le polluant ou de fagon indirecte : en
activant sa dégradation dans la rhizosphére. Cette technologie émergente et prometteuse peut
étre appliquée aux métaux, aux hydrocarbures, aux pesticides, aux composes nitroaromatiques
et aux solvants chlorés (Susarla et al, 2002).
Les végétaux ont un systéme racinaire trés étendu qu’ils utilisent pour extraire l'eau et les
minéraux nécessaires a leur croissance du sol. Lors de cette extraction, ils absorbent aussi
d'autres composeés dissous dans la phase aqueuse. Cette caractéristique est importante dans le
processus de phyto-dépollution car les végétaux sont capables d'absorber de grandes quantités
deau qu'ils puisent a des profondeurs de 2 a 5 metres, voire plus pour certaines plantes
comme la luzerne ou les plantes phréatophytes. ( Pilon-Smits, 2005).

Dans ce chapitre nous avons suivi la croissance racinaire et I’activité respiratoire des
racines de Phagmites australis afin d’étudier la résistance et/ou la réaction des racines vis a

vis des différents polluants et métaux lourds en particulier présents dans les eaux usées.

2-Matériel et méthodes
2-1. Nombre moyen des racines

Le nombre moyen de racines est déterming, pour chaque roseau, pour chaque condition de
traitement, et cela par le dénombrement du nombre de racines. Ces dernieres sont suivies

pendant cing jours, par un marquage a I’encre de chine.

2-2- L’activité respiratoire (MR)

Le métabolisme respiratoire est évalué par la mesure de I’intensité respiratoire (IR) des
racines isolées de roseau. Celle ci est suivie a I’aide d’une é€lectrode a oxygene de Clarck
(Hansatech Ltd, Kinj’s Lym, U.K) (Figure 7) couplée a un ordinateur. Le milieu réactionnel
renferme de 1’eau distillée additionnée a un tampon phosphate (10mM) ajusté a pH 7.2 avec
0.5 a 1 g de racines isolées.

La cellule en verre, d’un volume réglable de 1 a 20 ml, est thermo statée a 25°C + 0.02°C.
La concentration initiale en oxygéne du milieu del’électrode en équilibre avec I’atmosphére
est de 240 pumoles (Djebar et Djebar, 2000).
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Les mesures sont effectuées sur des racines isolées aprés une durée de 12 jours de

fonctionnement du systéme d’épuration.
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Figure 6: Schéma de I’électrode a oxygene (Djebar et Djebar, 2000)
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3-Résultats

3-1.Nombre moyen des racines (NBR)

L'évolution du nombre moyen de racines avant et apres épuration est illustrée dans le

tableau (14). Nos résultats mettent en évidence une augmentation du nombre de racines apres

la premiere et seconde épuration et ce quelque soit la saison. Cette augmentation est nettement

plus remarquable durant la deuxieme épuration.

Tableaul4 : Evolution du nombre de racines de Phragmites australis placées dans les eaux

usées (E1, E2) et Témoin (T).

Saisons Nombre moyen des racines
temoin epuration 1 epuration 2
Printemps 4,83 6,8 9,15
été 3,93 6,07 9,25
Automne 4,25 7 8,5
Hiver 3 5,45 7
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3-2. L’activité respiratoire

La figure (8) illustre I’évolution de la concentration d’oxygene consommée par les racines
de Phragmites australis ayant séjourné dans des eaux usees et des temoins.

On observe une forte stimulation de ’activité respiratoire a partir de la quatrieme minute
surtout au niveau du premier étage ou la pollution est extrémement forte. En effet le taux
d’oxygeéne consommé apres la quatrieme minute est de I’ordre de 256,33 nmole/g de PF, alors
que chez les témoins il ne dépasse pas 151,33 nmole/g de PF.

Quand aux résultats du test t de STUDENT ils montrent qu’il existe des différences
significatives (*), p < 0.05 entre le témoin et le deuxieme étage d'épuration a hautement

significatives (**) p <0.0lentre T et E1.
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Figure 7: Variation de la consommation en O, (nmoles/g de poids frais) chez Phragmites

australis placés dans des eaux usées (E1, E2) et temoins T.
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Discussion :

Le séjour des racines dans le bac E1 se manifeste par un développement important de
I’appareil racinaires. Cette stimulation des racines au niveau des étages d’épuration est
probablement due a la quantité importante des nitrates dans les eaux usées qui sont
nécessaires pour la croissance des plantes.

Esser, (1999) traduit cette augmentation par le fait que les roseaux possédent un systeme
racinaire tres actif et capable de résister aux plus dangereux xénobiotiques tels que les métaux

lourds, les détergents et pesticides .

Selon Folsom et Price (1991), les racines des roseaux constituent la seule partie de la plante
qui peut résister a I’hiver rigoureux, a la sécheresse et aussi a des concentrations trés élevées
de polluants, ce qui explique leur croissance. Dans notre travail, nous avons mis en évidence
un appareil racinaire plus developpé chez les plantes placées en milieu pollue.

Selon Pilon-Smits (2005) Les plantes envisagées pour la dépollution doivent avoir une
croissance rapide, une forte production de biomasse et étre compétitives vis-a-vis des plantes
endogenes du site, elles doivent aussi étre tolérantes a la pollution pour permettre une

extraction optimum du polluant.

Moffat et al., (2000) stipulent que les plantes utilisées pour la phytoepuration ont une
croissance rapide . Sandermann (1994) ajoute que Pour les mécanismes de phyto-dépollution
en genéral, les plantes ayant un systeme racinaire large et dense sont privilégiées car elles ont
une plus grande capacité d'absorption et elles explorent une plus vaste zone de sol. Ce qui
s’explique dans notre cas par une augmentation du nombre de racines des plants issus des

gaux usees.

La mesure des variations de I’intensité respiratoire, suite au séjour des roseaux dans les deux
¢tages d’épuration, montre une stimulation significative entre T et Elet a hautement
significative entre T et E2.

Cette augmentation de 1’intensité respiratoire des racines est due a l'absorption des

différentes substances et polluants que contient 1’eau usée.
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Cette stimulation est due probablement a un phénomeéne lié a la fois a I’induction d’enzymes
de détoxification comme les monoxygénases a Cyt P450 comme le stipule( Solt et al.1998) et
a la présence de micro-organismes autour des racines. Ceux-ci seraient responsables du
dégagement d’oxygene (Pallshelli, 2003).

Selon Morel et Kane (2002) Les macrophytes ont deux fonctions : favoriser le développement
bactérien en oxygénant le milieu et extraire les polluants en produisant de la biomasse. Ce qui
est visible dans notre cas par I’augmentation du nombre de racines et par la stimulation de la
respiration.

Selon Meksem (2007) I’influx des xénobiotiques a I’intérieur de la plante serait a I’origine du
déclenchement des phénomenes de détoxification/biodégradation. Ce phénomeéne fait appel
aux oxygénases a cytochromes P450, d’ou cette avidité pour 'O, traduite par la stimulation

respiratoire observée.

Dans notre cas, nous pouvons supposer que I’augmentation du nombre de racines chez les
plantes placées dans une eau usée, se fait au dépend d’une augmentation de la consommation
énergétique de la racine. Selon Grene, (2002), Kiss et al. (2003), Kuciel et Mazurkiewiez

(2004) ; les R.O.S dérivent du métabolisme respiratoire et photosynthétique.

Conclusion
Dans cette partie, nous confirmons que les eaux usées stimulent le développement de
I’appareil racinaire des roseaux ainsi que 1’activité respiratoire des racines issues des deux

bassins d’épuration par rapport au témoin. .
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1-Introduction

Les plantes prélévent des especes solvatées. Il est nécessaire que 1’élément passe en solution
pour étre absorbé par la racine. Actuellement, on estime que pour la majorité des métaux et
métalloides, le prélévement se fait sous des formes ioniques.( Lasat et al., 1998).

Pour certains métaux tels que le Fe, Zn, Cu et Pb, des formes complexées par des ligands
organiques semblent intervenir dans le prélevement. (Sarret et al, 2002). Les éléments
métalliques sont-ils absorbés tout le long de la racine ou préférentiellement par
certaines zones ? Les poils racinaires, formés par les cellules épidermiques, ont été
longtemps considérés comme les principaux sites de 1’absorption racinaire, du fait qu’ils
augmentent considérablement la surface d’échange avec le milieu. (Sarret et al, 2002).

Ainsi, a I’aide de la microscopie a balayage, nous avons eu pour objectif la localisation et
I’identification des métaux au niveau des racines. L’intérét de cette étude est de savoir si les
différents métaux pénétrent a ’intérieur des racines ou restent adsorbes a la surface de ces
derniers. Grace a la forte profondeur de champ du microscope électronique a balayage, nous
pouvons observer la surface en contraste topographique, il est possible d’accéder a I’aspect

morphologique de la surface de la plante. (Delaunay,2010).

2-Matériel et Méthodes

2-1 Principe de la microscopie électronique a balayage (MEB)

Le microscope électronique a balayage permet d’observer avec une bonne résolution spatiale

(jusqu'a quelques nm) la surface d’un échantillon massif.

L’interaction électon-matiere génére différents types d’électrons qui permettent d’obtenir

différentes informations suivant les électrons collectés (Delaunay, 2010).

Les échantillons des racines sont coupées puis lavées avec de 1’eau et séches pour étre mis
dans des tubes en plastiques couvert de résine (on laisse reposer 48heures) a 1’aire libre sous
une température ambiante. Les échantillons sont ensuite coupés a 1’aide d’un cutter en fine

lamelle pour étre ensuite observer par MEB.
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3-Résultats

3-1 Observation microscopique (MEB) : la distribution des métaux au niveau des racines
témoins (a) et traitées (b, ¢, d) (planche 1) apres E1 ont mis en évidence une accumulation
des métaux dans 1’épiderme des racines. Apres épuration ( E2) cette accumulation est toujours
persistante(planche 2) visible sous forme de dépots blanchatres. Chez les témoins, nous ne

notons aucune présence de metaux.

3-2 ldentification des dépbts par rayon X :

Les planches (3) et (4) confirment que I’élément le plus abondant est le Fer avec des
concentrations importantes. Cependant méme aprés la deuxieme épuration, les dépdts
métalliques persistent. Ce resultat nous laisse envisager une troisieme épuration. .

L’analyse par rayons X, nous a permis de détecter d’autres métaux tels 1’Aluminium ou le
Cadmium. Les piques de fer diminuent durant la deuxiéme épuration mais ne disparaissent

pas completement.
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Planche 1: Observation au microscope électronique a balayage de la distribution des
métaux au niveau des racines témoins (a) et traitées (b, c, d) apres E1.
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Planche 2: Observation au microscope électronique a balayage de la distribution des

meétaux au niveau des racines témoins (a) et traitées (b, ¢, d) apreés E2.
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Planche 3 : Spectres par EDS des métaux lourds dans une racine témoin et traitée apres E1.
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Discussion

L’exposition des plantes aux différents polluants se trouvant dans les eaux usées peut modifier
leur aspect tissulaire. Piechalak et al.,( 2002) explique que les macrophytes accumulent un
taux important de métaux lourds .

Selon Ortega-Villasante et al., (2007) les racines des roseaux paraissent donc augmenter leur
capacité de tolérance aux metaux aussi bien en les complexant avec le glutathion qu’en
prenant en charge les ROS induits indirectement par leur présence. De plus Carranza-Alvarez
et al., (2008) stipulent que chez l'espéce Phragmites australis. Il existe un pouvoir accumulateur
en metaux supérieur dans les racines que dans les tiges. Ceci a été confirmé par nos résultats.
Fediuc et Erdei, (2002) rajoutent que P. australis est généralement connue pour accumuler
davantage certains ETMs (Zn, Cu, Pb, Fr et Cd).

Conclusion
Phragmites australis sont connus par leur pouvoir accumulateurs et peuvent répondre a la
pollution d'une maniere sensible et efficace, d’ou I’intérét de leur utilisation dans la

phytoremédiation.
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1-Introduction
Tous les organismes vivants de la planete ont besoin d'une quantité minimale de nutriments
contenant des métaux. Au-dela de ce minimum, la présence de ces composés peut devenir
rapidement toxique et méme létale. La nature a developpé des mecanismes de défense envers
ces agents toxiques comme la production de protéines ou polypeptides pouvant complexer,
chélater ou séquestrer ces métaux a l'intérieur de la cellule. Ce type de molécules s'appelle
des métallothionéines (MT) pour les organismes supérieurs ou encore des phytochélatines

(PC) pour les plantes et organismes inférieurs, ( Grill et al., 1988).

Ces composés métalliques et organiques peuvent avoir des effets moléculaires indirects dus a
la formation d’especes d’oxygéne réactives qui sont potentiellement préjudiciables pour
I’intégrité de certains compartiments cellulaires. Le stress oxydant correspond a 1’ensemble
des effets néfastes liés aux formes actives de 1I’oxygeéne (FAO) (Coeurdassier, 2001).

Les FAO dérivent de 1’oxygeéne moléculaire (O,) par réduction électronique univalente
(radical superoxyde O,°) divalente (peroxyde d’hydrogéne H,0,) ou trivalente (radical
hydroxyde OH"). Les oxyradicaux sont produits continuellement par les systémes biologiques
et les mécanismes responsables de leur production et impliquent des molécules endogenes ou
des molécules exogeénes (Ribera, 1998). Au cours de la phase | du métabolisme des polluants,
les enzymes microsomiques (en particulier les MFO a cytochrome P450) peuvent induire la
production d’oxyradicaux en liaison avec les activitéts NADH et NADPH-cytochrome
réductase (Ribera, 1998).

La majorité des ions ne traversent les membranes plasmatiques hydrophobes que grace a un
ligand transporteur. Une fois dans la cellule, le métal sera capté par un autre ligand afin de
prévenir sa diffusion vers ’extérieur. Ces différents ligands constituent un systeme de
« piégeage cinétique » dont ’efficacité dépend de I’importance de leur synthése et de la force

de liaison avec le métal ( Simkiss et Taylor, 1995).

*_es mécanismes de détoxication

De fagon générale, 1‘absorption du xénobiotique est un pré-requis pour avoir un contact
rapproché entre le polluant et les enzymes localisées dans le cytosol des cellules végeétales
(Schroder et Collins, 2002). Une fois le xénobiotique entré dans le tissu végétal, le

contaminant peut-étre transformé par une variété de réactions biochimiques.
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Les plantes abritent diverses fonctions enzymatiques pouvant s‘attaquer aux contaminants et
les détoxiquer, ce qui est a 1°origine du terme « green liver », représentant le métabolisme des
xénobiotiques par les plantes (Sandermann, 1994 ; Schéffner et al., 2002).

La métabolisation des xénobiotiques chez les plantes se fait le plus souvent par trois étapes

consécutives ( Sandermann, 1992, 1994; Coleman et al., 1997) :

- Phase | : étape de conversion/activation (oxydation, réduction et hydrolyse) des composés
lipophiles des xénobiotiques (Komives et Gullner, 2005); cette transformation est

principalement régit par le cytochrome P-450 monooxygénase. ( Pflugmacher et al., 1999).

- Phase Il : étape de conjugaison des métabolites des xénobiotiques de la phase | a des
molécules endogenes hydrophiles comme les sucres, les acides aminés ou le glutathion
(Coleman et al., 1997; Dietz et Schnoor, 2001); cette conjugaison est principalement due aux
glucosyltransférases (GTs) et aux glutathion-S-transférases (GSTs) (Pflugmacher et al., 1999;
Loutre et al., 2003).

- Phase |11 : étape de compartimentation dans la vacuole ou de fixation aux composants de la

paroi cellulaire, comme la lignine ou 1‘hémicellulose, des xénobiotiques modifiés (Coleman et

al., 1997; Dietz et Schnoor, 2001).
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Figure 8 : Schéma simplifié¢ de détoxication des xénobiotiques, d‘aprés Coleman et al. (1997)
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*Objectif du travail
L’objectif de cette étude est d'élucider les effets du stress oxydant induit par les eaux usées
chargées en métaux lourds sur les différents organes (racines et feuilles) du roseau

Phragmites australis

2- Matériel et méthodes

2-1 Materiel biologique : racines et feuilles de phragmites australis

2-2 Dosage biochimiques

2-2-1 Dosage des protéines totales : Les protéines totales de Phragmites australis sont
dosées selon la méthode de Bradford, (1976) utilisant 1’albumine de sérum de beeuf (BSA)
comme standard (Merk). La gamme étalonnage est réalisée a partir d’une solution meére de

BSA (1mg/ml). La lecture se fait a une longueur d’onde de 595 nm.

2-2-2 Dosage de la proline : La technique de dosage de la proline utilisée est celle de Troll
et Lindsley, (1955), modifiée par Dreider et Goring (1974). La détermination des densités
optiques des échantillons est réalisée a la longueur d’onde 528 nm.

2-2-3 Dosage des chlorophylles a, b et (a+b) au niveau des feuilles : L’extraction de la

chlorophylle a été effectuée, selon la méthode de Holden,(1975) .
2-3 Dosage des Biomarqueurs
e Préparation de I’extrait enzymatique : L’extrait enzymatique a partir des racines de
Phragmites australis est obtenu selon la methode de Loggini et al.,(1999). L’extrait

sera utilisé pour la mesure de 1’activité ascorbate-peroxydase (APX), gaiacols-
peroxydase (GPX) et Glutathion transférase (GST).
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2-3-1 Dosage du Glutathion (GSH) : L’extrait enzymatique est homogénéisé dans une
solution d’E.D.T.A a 0,02M et subit une déprotéinisation par I’acide sulfo-salycilique 0,25%.
Apres centrifugation a 2000 g pendant 10 minutes le surnageant est utilisé pour le dosage
spectrophotométrique avec le réactif DTNB 0,01M a la longueur d’onde 412nm. Les
concentrations du GSH sont dosées par la méthode de Weckbecker et Cory, (1988) et

exprimées en UM/ mg de protéines.

2-3-2 Mesure de I’activité Glutathion S-Transférase (GST) : Le dosage de I’activite
glutathion S-transférase est realisé selon la méthode de (Habig et al., 1974).

2-3-3 Mesure de ’activité Catalase (CAT) : Le dosage spectrophotométrique de I’activité
catalase (CAT) est réalisé suivant la méthode de Cakmak et Horst,( 1991). La décroissance
de I’absorbance est enregistrée pendant trois minutes (spectrophotometre Jenway 6300) pour

une longueur d’onde de 240nm.

2-3-4 Mesure de [IPactivité Ascorbate-peroxydases (APX): Le dosage
spectrophotométrique de 1’activité ascorbate-peroxydase est réalisé suivant le protocole
adopté par Nakano et Azada (1987). La lecture est effectuée a 290nm (spectrophotomeétre
GeneSys 8).

3. Analyses statistiques: Nous avons effectué l'analyse de la variance a deux critéres de
classification, pour la comparaison des paramétres biochimiques de la plante. Ce test est
réalisé a l'aide du logiciel d'analyse de traitement statistique des données: Minitab (Version
13-31 pour Windows xp. 2000).
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4- Résultats

4-1 Parametres biochimiques :

4-1-1Variation de la teneur en protéines totales chez Phragmites australis :

* Au niveau des racines : La figure (09) représente les variations des teneurs en protéines
au niveau des racines de Phragmites australis. Nous constatons pour les plantes placées dans
le premier étage d’épuration (E1) que le taux de protéine augmente de plus de 100% (de
maniére hautement significative avec p< 0,001) par rapport aux plantes témoins et ce pendant
les quatre saisons. En effet le taux de protéine est de 1’ordre de 29.45 pg chez les racines des
plantes de E1 en été, alors que chez les témoins le taux ne dépasse pas 06.42 ug. En hiver ce
taux est de 36.650 pg pour E1 avec des témoins ne dépassant pas les 10.503 pg. (une
augmentation de plus de 100%). Ce taux diminue jusqu'a 26 ug pour 1’étage E2 mais reste
toujours supérieur au témoin. Cette observation est la méme pour I’ensemble des quatre

saisons.

* au niveau des feuilles : La figure (10) représente les variations des teneurs en protéines
au niveau des feuilles de Phragmites australis, ce taux des est de 1’ordre de 23.49 g en ce
qui concerne les roseaux du E1 pour le printemps , pour les témoins il est de 13.95 pg (une
augmentation de plus de 45%) et ce taux diminue encore plus pour atteindre 13,94 ug . Enfin,
le méme résultat est obtenu en été mais en automne le taux de protéine de E1 dépasse
d’environ 4 fois le témoin , en hiver ce taux de protéine est de 28,5 ug pour E1, avec des
témoins ne dépassant pas les 11, 81 ug.

L’analyse de la variance entre les témoins et les deux étages d’épurations, donne des résultats
tres significatifs (**), p< 0.005 a trés hautement significatifs (***), p < 0.001 pour les
roseaux places dans les bacs E1 et E2 par rapport aux témoins.
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4-1-2 Variation de la teneur en proline chez Phragmites australis :

*Au niveau des racines : La figure (11) illustre I’effet de 1’épuration biologique sur le taux
en proline au niveau des racines de Phragmites australis. Nous constatons que ce taux est
élevé chez les roseaux du premier bassin durant les quatre saisons. Cette augmentation est
tres hautement significative pour les saisons du printemps et 1’été, pour le printemps ce taux
est de 5,33 mg / g pour le témoin et de 29,25 mg / g aprés un passage dans le premier bassin
pour atteindre 18,87 mg / g aprés le deuxieme passage. Cette différence est hautement
significative avec p <0.001. En automne le taux de proline est de 3,34 mg / g pour le témoin
ce taux atteint 18,34 mg / g pour la premiére épuration cette différence est hautement
significative avec un p < 0.001 .Ce taux diminue aprés le deuxieme passage pour atteindre

7.80 mg / g avec une différence non significative.

* Au niveau des feuilles : La figure (12) met en évidence une teneur en proline plus élevée
chez les feuilles des végétaux placées dans une eau polluée par rapport a celles placées dans
une eau potable avec une différence trés hautement significative pour les deux premiéres
saisons (printemps et été) . Pour I’automne et I’hiver ce taux reste supérieur pour les feuilles
traitées en E1 comparées au témoin avec une différence hautement significative p < 0.001.

Cette différence est hautement significative avec un p <0.001.
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4-1-3 Variation de la teneur en chlorophylle au niveau des feuilles de Phragmites

australis:

* Variation de la teneur en chlorophylle a: La figure (13) met en évidence les
variations de la teneur en chlorophylle a au niveau des feuilles. Nous constatons que chez les
plantes placées dans une eau usée, la teneur en chlorophylle a est plus élevée par rapport aux
plantes témoins. Cependant, cette différence est significative avec p < 0,05 pour le

printemps, elle est trés hautement significative pour 1’été avec un p<0,001.

*Variation de la teneur en chlorophylle b : La figure (14) illustre les variations de la
teneur en chlorophylle b chez les feuilles témoins et traitées. Nous constatons que chez les
plantes placées dans une eau usée, la teneur en chlorophylle b est plus élevée par rapport aux
feuilles témoins. L’analyse statistique révele une différence non significative avec un p >
0,05 cependant I’augmentation est significative voir trés hautement significative pour 1’hiver

avec un témoin de 17,64ug /g et un traitée issu du premier bassin de 32,41gu/g.

*Variation de la teneur en chlorophylle a + b : La figure (15) illustre les variations de
la teneur en chlorophylle a + b au niveau des feuilles. Nous constatons que chez les roseaux
placés dans une eau usee, la teneur en chlorophylle a + b est plus élevée par rapport aux
roseaux témoins. Cependant, cette différence n’est pas significative avec p > 0,05 pour
I’automne, mais pour les trois autres saisons nous constatons que chez les plantes placées dans
les étages d’épurations, les teneurs en chlorophylles (a+b) sont plus élevées par rapport aux
plantes témoins. Cette augmentation est de l'ordre de 50% aprés une premiére épuration et de

30% apres E2 et ce indépendamment des saisons.

L’analyse de la variance entre le témoin et les deux étages d’épurations, donne des

différences hautement significatives (**) voir trés hautement significative avec un p< 0,001.
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4-2 Parametres Enzymatiques

4-2-1Variation du taux de GSH chez Phragmites australis:

* Au niveau des racines : La figure (16) met en évidence 1’évolution du taux de GSH au
niveau des es deux étages E1 et E2 et du témoin. On observe une évolution trés importante
du taux de GSH au niveau des racines des plants issus des deux bassins d’épuration par
rapport aux racines témoins. Ce résultat est valable pour les quatre saisons, particuliérement
pour E1. Cette augmentation est plus importante en automne ou le taux de GSH est
pratiquement dix fois supérieur a celui des témoins, En effet le taux de GSH est 63,155
pmole/mg de protéines pour E1, et de 6,713 pumole/min/mg de protéines chez les témoins
ainsi qu’en été ou le taux de GSH est de 74,17 umole/mg de protéines pour El,et de 13,37
pmole/min/mg de protéines chez les témoins. Ce taux a tendance a diminuer pendant la
deuxiéme épuration pour atteindre 20 pmole/mg de protéines pour 1’automne et 27,75
pmole/mg de protéines pour 1’été.  L’analyse de la variance entre le témoin E1 et E2, révéle
des différences tres hautement significative (***) p < 0.001 pendant la premiére épuration et
une différence hautement significative (**) a tres hautement significative pour la deuxieme

épuration avec une différence non significative pour la deuxiéme épuration en hiver.

* Au niveau des Feuilles : La figure (17) représente I'évolution du taux de GSH au
niveau des feuilles de Phragmites australis. Nous constatons que chez les plantes placées en
El et E2, le taux de GSH tend a augmenter par rapport aux témoins, le taux est trois fois a 4
fois supérieur a celui des témoins particulierement durant les trois premiéres saisons. En effet
le taux de GSH est de I’ordre de 51,23 pmole/mg de proteines chez les feuilles en E1 en
automne, alors que chez les témoins le taux ne dépasse pas les 12,56 pumole/mg de prot . Pour
1’été il est de 1’ordre de 43,29 pmole/mg de prot en ce qui concerne les roseaux en E1, alors
que pour les témoins il est de 5,45 pmole/mg de prot. Enfin au printemps le taux de GSH est
de I’ordre de 49,48 pmole/mg de prot en E1 et de 11,45 pumole/mg de prot pour les feuilles
témoins .L’analyse de la variance entre le témoin et E1 et E2, rév¢le des différences trés

hautement significatives (***) p < 0.001.
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Figure 16 : Variations du taux de GSH au niveau des racines de Phragmites australis.
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Figure 17 : Variations du taux de GSH au niveau des feuilles de Phragmites australis.

Apres épuration.
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4-2-2 Variation de P’activité GST chez Phragmites australis :

*Au niveau des racines : Les données obtenues apres dosage de 1’activité spécifique GST
exprimées en nmoles/min/ug de protéines mesurées au niveau des racines sont regroupées
dans la figure 18. On remarque que I’activité GST augmente au niveau du premier bassin,
cette augmentation persiste pour le deuxieme bassin et ce résultat est enregistré pour les
quatre saisons d’étude. Ceci a été confirmé par 1’étude de variance a deux facteurs controlés
qui montre une différence trés hautement significative (***) entre ’activité du GST au

niveau des deux bassins d’épuration et les témoins et ceci pour les mesures effectuées en été.

*Au niveau des feuilles : La figure (19) représente 1’évolution de I’activité GST chez les
feuilles. On observe que celle-ci est plus élevée chez les feuilles des végétaux placées dans
une eau polluée par rapport a celles placées dans une eau potable. Cette augmentation est plus
importante dans le deuxiéme bassin d’épuration, pour 1’été elle est 14,46 nmole/min/ug de
prot pour les les plants témoins et de 360,47 nmole/min/ug de prot pour ceux du premier
bassin. Elle est trois fois supérieure pour ceux du deuxieme bassin avec une valeur de
903,03 nmole/min/ug de prot. Ce résultat est similaire pour 1’automne et I’hiver avec des
différences significatives voir trés hautement significatives. Pour le printemps ce taux reste
supérieur pour les feuilles traitées du premier bassin d’épuration comparées aux témoins avec

une différence non significative avec P>0,05.
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Figure 18 : Variations de I’activité GST au niveau des racines de Phragmites australis.
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Figure 19 : Variations de ’activité GST au niveau des feuilles de Phragmites australis.
Apreés épuration.
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4-2-3 Variation de DP’activité catalase chez Phragmites australis :

* Au niveau des racines : La figure (20) représente les variations de ’activité catalase
au niveau des racines des deux étages d’épurations. On constate que celle-ci est supérieure a
celle des racines témoins particuliérement chez E1 (3 fois supérieur a plus par rapport aux
témoins). Cette augmentation est plus importante durant 1’ét¢ 0,00056 nmole/min/mg de prot
pour le témoin et de 0,011 nmole/min/mg de prot pour la premicre €puration, pour 1’automne
ce taux est de 0,0045 nmole/min/mg de prot pour le témoin et de 0,015 nmole/min/mg de prot
pour les traitées. Ce taux tend a diminuer durant la deuxieme épuration. L’analyse de la
variance entre le témoin et E1 et E2, donne des différences non significatives, sauf durant le

printemps ou celle ci est trés hautement significative (***), p < 0.001.

* Au niveau des feuilles : Les résultats concernant 1’activité catalase au niveau des feuilles
sont représentés sur la figure (21). lls révélent que cette derniére augmente d’une fagon trés
importante durant la premiere épuration par rapport au témoin. Apres la deuxiéme épuration
nous avons noté une diminution du taux de catalase mais par rapport a la deuxiéme
épuration. Ce résultat est similaire pour les quatre saisons. Pour le printemps le taux de
catalase est de 0,00086 n mol/min/mg de protéine, il est de 0,0046 n mol/min/mg de protéine
pour le premier bassin et de 0,0010 n mol/min/mg de protéine pour le deuxieme bassin
d’épuration. L’analyse de la variance a révélé une différance hautement significative (**),
entre les témoins et les traites pour I’automne et I’hiver et significative P< 0,05 pour le

témoin et les échantillons du premier bassin.
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Figure 20 : Variations de ’activité Catalase au niveau des racines de Phragmites
australis. Apres épuration.
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Figure 21 : Variations de P’activité Catalase au niveau des feuilles de Phragmites
australis Apres épuration.
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4-2-4 Variations de I’activité Ascorbate Peroxydase (APX) chez Phragmites australis :

* Au niveau des racines :

La figure (22) met en évidence les variations de 1’activité APX au niveau des racines de
Phragmites australis places dans des bacs a épuration et les témoins. Nous constatons
qu’aprés séjour des roseaux dans les deux étages d’épurations, 1’activité enzymatique de
I’APX a tendance a augmenter d’une maniere significative apres séjour dans le deuxiéeme
bassin. Ceci a été confirmé par 1’analyse de variance qui a révele des différences significatives
(*) voir hautement significatives (**) pour les échantillons des deux bassins d’épuration et les

temoins au printemps et en été, elle est significative (*) pour I’automne et 1’hiver.

* Au niveau des feuilles :

La figure (23) montre que I’activité APX au niveau des feuilles des deux étages
d’épurations est supérieure a celle témoins. Dans des eaux usées brutes 1’activité APX est
trés élevée puis diminue a partir de la deuxiéme épuration. Elle est des 0,220 nmol/min/ug de
prot pour les feuilles du premier bassin et de 0,043 nmol/min/ug de prot pour atteindre
0,0102 pour la deuxiéeme eépuration au printemps. L’analyse statistique a révelé des
différences significatives (*) a hautement significatives (**) entre I’activit¢ APX témoin et
celle des deux bassins d’épuration en automne et au printemps. En hiver et en été la
différence est significative (*) entre I’activité APX des feuilles témoins et celles du premier

bassin d’épuration.
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Figure 22 : Variations de I’activité APX au niveau des racines de Phragmites australis.
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Figure 23 : Variations de I’activité APX au niveau des feuilles de Phragmites australis.
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Discussion :

De nombreuses études ont montré que la plupart des métaux lourds sont considérés comme de
veritables agents toxiques, perturbant certains systemes enzymatiques et également les
activités métaboliques et physiologiques chez I’homme, 1’animal et le végétal (Iscan et al.,
1994).

Les métaux engendrent des radicaux oxygéneés tels que le puissant radical hydroxyle OH
toxiques au niveau cellulaire qui sont a I’origine du phénomeéne connu sous le terme plus
général « stress oxydatif ». Chez les Mollusques les métaux lourds peuvent induire un état de
stress général, entrainant la réduction de leurs capacités d'adaptation a l'anoxie (Le Bras,
2007). Nombre de ces métaux, Cu, Zn, Ni, Fe, Co, Se et Ba sont aussi impliqués au niveau de
processus moléculaires tels que le controle de 1’expression des genes; la biosynthese des
protéines, des acides nucléiques, des substances de croissance, de la chlorophylle et des

métabolites secondaires; le métabolisme lipidique ou la tolérance au stress (Rengel, 1999).

Dans notre travail, nous avons mis en évidence un taux de chlorophylle élevé chez les feuilles
traitées par rapport aux témoins, ceci pourrait s’expliquer selon  Lichtenthaler et Miehg,
(1997) par le fait que lorsqu‘une plante subit un stress, la réaction photochimique diminue au
profit de 1’émission de fluorescence et de la production de chaleur ce qui ce traduit dans notre
cas par une augmentation du taux de chlorophylle.

La chlorophylle parametre susceptible de nous indiquer un éventuel stress, car considérée
comme bio marqueur de la toxicité des végétaux puisque des corrélations entre les densités
cellulaires et les parametres de la fluorescence photosynthétiques ont montré que ces
dernieres pouvaient étre considérées comme bio marqueur de la toxicité dans le cadre de la
pollution environnementale (Dewez et al., 2005).

Nous avons montré une stimulation du taux de chlorophylle (a, b et a+b) chez les plantes
placées dans les deux étages d’épuration et surtout dans E1 par rapport au témoin. Cette
augmentation pourrait traduire une stimulation de la photosynthese et peut étre également
expliquée, par les besoins en précurseurs pour la synthése de certains polypeptides spécifiques
(phytochélatines) via la photo respiration (Robert et Roland, 1998 ;Lidia et al., 2004).
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Nos résultats ne semblent pas concorder avec ceux de Puritch et Barcker (1967) qui mettent
en évidence un effet toxique de I’ammonium sur la syntheése des chlorophylles de méme
qu’une perturbation de I’aspect morphologique externe et interne des chloroplastes des
feuilles de Lycopersicom esculentum. Mill. qui apparaissent suite au traitement a

[’ammonium.

D’autres travaux, (Havaux, 1988 ; Djekoun et Ykhlef, 1996) montrent une réduction de la
photosynthese, suite a une sécheresse. Cette réduction de la photosynthese est liée, d’une part
a la fermeture des stomates (Johnson et al., 1984) et d’autre part, a la réduction de 1’activité
photochimique du PSII (effet « non stomatiques »).

En revanche les résultats obtenus dans notre travail concordent beaucoup plus avec ceux de
Harrieche (2004), qui rapporte un effet stimulateur du cadmium sur la teneur en chlorophylle,
ainsi que ceux de Kleche (2005) qui met en évidence une augmentation du taux de
chlorophylle chez Phragmites australis apres séjour de cette derniére dans les eaux usées, il
en est de méme pour ceux de Meksem (2007) qui montre une stimulation de la chlorophylle
chez deux variétés de blé suite a leurs traitements par deux fongicides.

Pour confirmer ce stress en présence d’une eau polluée nous nous sommes intéress€s aux
variations du taux de protéines dans les racines, et feuilles. En effet, selon Sandermann (1992)
et Solt et al., (2003), en présence de xénobiotiques, la plante augmente la synthese protéique
en particulier des phytochélatines dont le role est la détoxification des xénobiotiques,
particuliérement les métaux.

Nos résultats montrent une augmentation du taux de protéine dans les racines et feuilles de
Phragmites australis cette augmentation est significative au niveau du E1 ce qui montre un
fort niveau de pollution des eaux usées, par contre dans E2 nous avons mis en évidence une
augmentation non significative par rapport aux témoins cela confirme que I’eau du deuxiéme

étage apres passage par la premiére épuration a été filtrée.

Selon Zienk (1996) I’augmentation du taux de protéines dans les racines et les feuilles des
roseaux placés dans une eau polluée est due au fait qu’au niveau cellulaire des réactions de
détoxification ont lieu grace aux phytochélatines. Ceci induit la formation d’un complexe

protéine/ métal.
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Les phytochélatines piégent le xénobiotique et/ ou le métal en association a un groupe SH
(sulfhydrile), il se forme un complexe thiolate métal qui devient immédiatement inactif. Cette
réaction rend le métal inactif et permet son stockage dans les vacuoles (Ortiz et al., 1996 ;
Vogeli et al., 1990).

L’augmentation de la syntheése de phytochélatines et d’enzymes de détoxification, pourrait
expliquer dans notre cas I’augmentation du taux de protéines totales que nous avons mis en
évidence.

L’autre ¢lément indicateur d’un effet de stress chez le végétal est ’augmentation du taux du
proline.

Dans notre travail, nous avons mis en évidence une augmentation hautement significative du
taux de proline chez les racines des roseaux traités. La proline peut jouer un rdle
osmoprotecteur (Paleg et al., 1984 ; Delauney et Verma, 1993 ; Taylor, 1996), stabilisateur
des protéines (Kuznetsiv et sheveyakova, 1997, Shah et Dubey, 1998), inhibiteur des métaux
(Farago et Mullen, 1979) et inhibiteur de la peroxydation (Mehta et gaur, 1999). Cette
augmentation du taux de proline peut étre expliquée selon Ober et sharp (1994), par un effet
de stress chez la plante. La synthese de la proline peut impliquer également un allégement de
I’acidification du cytoplasme qui permet de maintenir le rapport NADP/NADPH a une valeur
compatible a celle du métabolisme (Hare et Cress, 1997). Selon Monneveux et Nermann
(1989), I’accumulation de proline est associée a la résistance de la plante au stress, ce qui
pourrait donc étre 1’un des facteurs qui expliquent le mieux la stratégie d’adaptation des

plantes.

Ainsi, il apparait que Phragmites australis s’adapte parfaitement aux conditions les plus
extrémes en déclenchant des phénoménes métaboliques adéquats (Sanderman, 1992).

Bensoltane (2006) a enregistré une augmentation de la proline lors d’un stress du au NH4NO3
chez les mousses et les lichens. Cette accumulation, a été démontrée chez de nombreuses
variétés de blé et dans plusieurs types de stress (osmotiques, hydriques, thermiques) (Huang et
Cavalieri, 1979 ; Hubac et Viera, 1980 ; Bellinger et al., 1989 ; Ober et sharp, 1994), ce qui
est en accord avec les résultats que nous avons trouvé ainsi que ceux de Gherroucha et
Djekoun (1997) qui ont montré que 1’application foliaire de I’TAA et GAj3 et leur interactions
sur la croissance du blé, sous condition de salinité induit une augmentation de la teneur en

proline en fonction des concentrations de sel.
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Afin de mettre en évidence l'intervention des systemes de détoxification, dans l'adaptation de
la plante aux variations du milieux, notamment en présence de polluant, nous avons suivi
I'évolution d'enzymes de détoxification dont la catalase et la peroxydases connues dans la
réduction des taux d’H,O; néfaste pour I’intégrité cellulaire (Willekens et al., 1997 ; Blokhina,
2000).
Ainsi les xénobiotiques sont a 1’origine de la synthése de radicaux libres en quantités
importantes provoquant ainsi un véritable stress oxydatif. Nous avons noté une augmentation
de I’activité catalase et de ’APX. Nos résultats concordent avec ceux de Youbi (2006) et
Meksem (2007) qui ont travaillé sur une variété de blé dur Triticum durum soumises a deux
fongicides Artea et Punch et qui ont mis en évidence une augmentation de l'activité catalase.
La totalité des enzymes impliquées dans la détoxication des ROS, présente une nette
augmentation d’activité.

De plus la Catalase et I’APX ont des r6les complémentaires dans la détoxication du
peroxyde d’hydrogéne, ces deux enzymes ont une localisation cellulaire différente

(peroxysome et cytosol respectivement) et les molécules cibles (réduction de H,O, pour la
Catalase, aussi bien que H,O, et hydroperoxydes toxiques pour les APX) (Barata et al.,

2005). L’H,0, pénetre dans les cellules par diffusion, ou il est detoxifié, mais I'exces pourrait
changer la physiologie de la cellule. Ceci serait d principalement aux cations de Cu et de Fe
libres dans le cytosol et qui vont réagir avec H,O, dans la réaction de Fenton, par conséquent,

il y a production d'hydroxyle (Cavaletto, 2002).

Nous avons constaté lors de notre étude que les effets significatifs de 1’activité Catalase sont
observés dés les plus faibles concentrations et cela est peut étre dd a la sensibilité de ce
biomarqueur, en effet la Catalase est considérée comme 'un des biomarqueurs les plus
sensibles du stress oxydatif (Livingstone, 2001), particulierement vis a vis des polluants

chimiques dans le milieu aquatique (Regoli et al., 2003).

Le glutathion est un peptide faisant partie d’un systéme enzymatique complet comprenant
notamment la GST et jouant un réle central dans le mécanisme d’élimination du peroxyde
d’hydrogéne, ainsi que la prise en charge des lipides peroxydés, en plus des phytochélatines

qui servent a sequestrer les métaux.
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Le glutathion réduit GSH est utilisé aussi comme donneur d’électrons pour la production de
I’enzyme clé du systéme qui est la glutathion peroxydase (Grene et al., 2002). Ainsi, nous
avons mis en évidence une augmentation du taux de GSH pour les plantes placées en milieu
pollué, ce résultat concorde avec ceux de Fabrizio et al. (2003) ainsi que Grara (2011) qui ont
montré une augmentation du taux de glutathion lors d’un stress au Cadmium chez les roseaux
Phragmites australis, ainsi que ceux de Kamara et Pflugmacher (2006), sur deux espéces
Phragmites australis et Quercus suber plantées dans des eaux polluées.

Des polymeres constitués a partir du glutathion, les phytochélatines [y(glu-cys)ngly] servent
a sequestrer des métaux lourds comme le cadmium le zinc ou le Fer.( Menone and
Pflugmacher, 2005).

De plus I’exposition des roseaux aux eaux usées augmentent la concentration en GSH selon
le type cellulaire (Pathak et Khandelwal , 2006). De fagon générale, I’augmentation de GSH
permet a la cellule de mettre en place des mécanismes de défense alors qu’aux fortes
concentrations du toxique, les systemes antioxydants sont submergés et la synthése diminue.
La synthese de GSH en présence de métaux serait un mécanisme de protection dans lequel le
métal se fixe aux groupements thiols du GSH, prévenant ainsi les dommages cellulaires
(Hatcher et al., 1995; Shukla et al., 2000).

D’un autre coté la réduction du taux de GSH peut étre expliquée également par
I’augmentation de 1’utilisation de ce dernier par la GST dans la réaction de conjugaison, ceci
est confirmé par nos résultats qui indiquent une induction de I’activite GST en présence des
métaux lourds, ces résultats sont en accord avec les travaux de (Canesi et al., 1999 ; Regoli et
al., 1998).

Concernant les taux de GST (glutathion S-transférase), nos résultats traduisent un
phénomeéne de résistance aux métaux lourds, ce qui suggere que cette variabilité devrait étre
due en partie au degré selon lequel les organismes peuvent détoxifier ces métaux aux
différents stades de leur cycle vital. D’autre part les réactions des métaux avec le glutathion
se traduisent soit par la formation de complexes [ métal- GSH ] ou par l'oxydation du GSH
(Regoli et Principato, 1995 ) , Selon I'é¢tude de Christie et Costa (1984 ) les métaux qui
entrainent 1’oxydation du GSH sont le Cu, le Co, le Mn, le Fe et le Cr. tandis que les
complexes stables avec le GSH sont formés par le Zn, le Cd, le Hg, le Pb et le Ni, ces deux
réactions pourraient expliquer la diminution du glutathion dans le deuxieme bassin
d’épuration (Halliwell et Gutteridge, 1985 ; Stohs et Bagchi, 1995) .
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Selon Canesi et Viarengo (1997), une diminution du contenu de glutathion est principalement
corrélée a une diminution de l'activité de la glutamyl cystéine synthétase, cette derniére
intervient dans la biosynthese de GSH.

L’attaque radicalaire des membranes provoque des modifications de la perméabilite

membranaire liées a la formation de peroxydes lipidiques (Lawton et Donaldson 1991).

Notre hypothése est que I’induction du systéeme enzymatique GST peut étre expliquée par
I’entrée des particules métalliques dans 1’organisme et le déclenchement du systéeme de
détoxification. Cependant Pflugmacher et al. (1997) notent une augmentation de la GST au
niveau des racines par rapport aux feuilles et tiges ceci s’explique par le fait que les racines
absorbent plus de polluant vue leurs exposition.

Il apparait cependant que les xénobiotiques existants dans les eaux usées induisent une
réponse différente du systéme antioxydant existants dans les racines et les feuilles de
P.Australis Ce type d’observation a déja été rapportée chez Pisum sativum (Dixit et al.,
2001), qui ont montré que les feuilles présentent principalement une stimulation des

enzymes du systeme antioxydant.

Conclusion :

Dans cette partie, nos résultats semblent converger vers la mise en évidence du caractere
toxique oxydatif des métaux étudiés, a travers I'étude des métabolites et des activités
antioxydantes d'enzymes telles que la GST, CAT et | ‘APX ainsi que la proline.

De ce fait une étude de la bioaccumulation/comparative de certains métaux étudiés aux
niveaux des différents compartiments de la plante s'avére complémentaire et pourrait nous

aider a élucider la différence de toxicité observée dans notre travail.
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Conclusion Générale

L’utilisation des milieux humides pour le traitement des eaux usées représente
plusieurs avantages par rapport aux systémes de traitement conventionnels. En effet,
la source d’énergie nécessaire a leur fonctionnement est principalement 1’énergie
solaire, ils sont congus avec une technologie simple a gérer de plus ils sont peu

colteux a construire et a exploiter.

D'un autre coté, I’utilisation des milieux humides artificiels n’engendre que peu
ou pas de production de boues (Peterson, 1998). Enfin, ce genre d’unité de traitement
augmente la superficie des milieux humides disponibles pour la faune et la flore, tout
en rendant [’aspect d’une station de traitement beaucoup plus esthétique et

socialement acceptable.

Ainsi, le traitement des eaux usées par ce procédé peut étre une solution a la fois
peu onéreuse et efficace, puisque, les eaux une fois épurées, peuvent étre rentabilisées

aussi bien pour I’irrigation que pour 1’industrie.

Nos résultats ont révélé un fort pouvoir épurateur de Phragmites australis qui
s’est traduit par :
- une diminution significative de la plupart des parametres physicochimiques
des eaux usées. En effet les matieres en suspension ont été enlevées avec une
efficacité de 90%, jusqu'a 80% pour la DBO s et la DCO , 50% pour les

nitrates , il en est de méme pour les chlorures et les ortho phosphates PO,
- I’un des aspects les plus marquants de notre travail, concerne I’abattement des

métaux. En effet, nous avons mis en évidence une forte capacité d’absorption

racinaire particulierement du Fer et du Zinc.
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Nous avons montré aussi une augmentation significative des biomarqueurs de la
toxicité (enzymes de détoxifications) en 1’occurrence la catalase et le glutathion, aussi
bien au niveau des racines et des feuilles ou nous avons mis en évidence également
une augmentation significative des parametres biochimiques (protéines, chlorophylle
et proline).

. De plus le métabolisme respiratoire a révélé une stimulation significative de la
consommation d’oXxygene au niveau des racines de Phragmites australis placées en

milieu pollué.

En perspectives, il serait intéressant de:
- Doser les métaux lourds rejetés dans les eaux par le complexe ISPAT.
-Investir d’autres aspects toxicologiques en mettant 1’accent entre autres sur les
processus de détoxification qui ont lieu au niveau cellulaire (Phase | et Il) et ce, afin
de mieux cerner le devenir des xénobiotiques et leur capacité cytotoxique.
-Envisager une troisieme épuration pour optimiser le rendement épuratoire des bacs.
-Faire des essais combinés d’épuration chimique et biologique pour améliorer

I’abattement des polluants.
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Abstract: The objective of this study is to highlight the behavior of isolated roots of a plant known for this
potential bio-purification (sewage plant): Phragmites australis treated with wastewater discharges from the
steel complex of El Hadjar (Annaba). The analysis of the dust released from the complex shows that the majority
of the rejected elements are heavy metals with very high concentrations. The evolution of the total protein
levels of isolated roots shows that they are much higher than in the roots treated especially during the month
of June. Concerning, the content of Proline it varies between 4 and 20 mg/g in roots PF witnesses. In the
presence of wastewater rates are 6 times higher; indicating that treatment with wastewater strongly stimulates
the synthesis of proline (indicator parameter of stress). Monitoring of the peroxidase enzyme activity (enzyme
oxidative stress) shows that the values obtained in isolated roots of Phragmites australis controls tend to
decrease as a function of time (less than 50%). Parallel in the presence of water, these values increase to reach
amax level. Thisincrease is by 20% during the month of March, 40% and 60% for the months of June and
October. Finally, Polarographic monitoring of the respiration of isolated roots showed a high consumption of
oxygen at the roots witnesses (nearly 90%). The respiratory activity is strongly reduced in the presence of
sewage; the reduction is 50% /10 minutes. Phragmites australis is a plant that adapts well to oxidative stress
generated by wastewater from industrial sources resulted in high levels of proline. This stress causes the
activation of detoxification involving the use of anti-oxidant enzyme activities, confirmed by stimulating the
synthesis of total protein and by inhibition of respiratory metabolism of the plant.

Key words: Phragmites australis % Oxidative stress % Respiratory metabolism % Detoxification

INTRODUCTION of this plant in
xenobiotics [3-6].

various phytopurification

of

Environmental pollution is a major problem in the
world. Water pollution attracts the attention of all
decision makers and subject to all policies in both
developed countries and developing countries [1].
Given this situation, it becomes essential to find
techniques that are effective cleansing and yet
inexpensive. Among them, technical treatment
plants helophytic plays a very important particularly
those using the Phragmites australis which is the case
in our study.

The potential of this plant between plants is
rather old [2] Indeed, it is reported that plants play
an important role in the treatment of effluents
from industrial chemical compounds such as pesticides
or heavy metals. Numerous research reports the use

The reed is a rhizome plant essential for the
multiplication of bacteria on roots that gives the soil
a high permeability as well as an important interface
between wastewater and soil [7, §].

Most of the works conducted so far have concerned
the role and potential of the plant in phytopurification;
however, very few studies have focused on the
biochemical and physiological changes brought out in the
plant during its treatment by the wastewater.

This aspect is the mgjor aim of our research work.
Thus we sought to identify the physiological and
biochemical changes resulting from treatment of
Phragmites australis by sewage polluted by industrial
wastewater generated by steel mills complex of Annaba
(East-Algeria).

Corresponding Author: Kleche Myriam, Cellular Toxicology Laboratory, Annaba University, Annaba, 23000, Algeria



Am-Euras. J. Toxicol. i, 1 (1): 19-23, 2009

MATERIALSAND METHODS

The plant model used is represented by isolated roots
of reed (Phragmites australis) from plants have reached
maturity harvested in November 2008 from a sampling site
considered unpolluted (SERAIDI). The wastewater used
for treating plants from Wadi Meboudja near the steel
complex and two steel mills.

Analysis of Discharges Steel: The analysis of the
quantitative and qualitative composition of the compound
released by the mills of the steel complex is carried out by
mass spectrophotometry.

Treatment Plants. Each pilot test consists of 10 plants;
the plants are arranged in trays of 100 liters of capacity as
the case with tap water (control plants) or sewage (treated
plants) and for a period of 10 to 15 days[9].

Determination of Total Protein: The determination of
total protein was done by the method of [10] using bovine
serum albumin (BSA) as standard.

Determination of Proline: The assay of proline was
carried out by the method of [1] modified by [12].

Determination of Peroxidase Activity GPX: The
peroxidase activity was measured spectrophotometric at
470 nm by the method of [13] based on measuring the
intensity of the color of the oxidation product of guaiacol
obtained by the action of peroxidase after intake of
hydrogen peroxide.

Measurement of Respiratory Activity: The measurement
of respiratory metabolism of isolated roots of Phragmites
australis is achieved through oxygen electrode type
Hansatech. The method used is that of [14] in which the
environment is constantly stirred by a magnetic stirrer.

RESULTS

Composition of Discharges from Steel Mills Complex:
The results of discharges analysis from the mills of the
steel complex of El Hadjar are summarized by Table 1.

According to the Table, we find that the composition
of discharges from steel complex is predominantly richin
heavy metals with concentrations higher than those
alowed by WHO [15] particularly for iron.

20

Table 1: Composition of discards of complex steel mills

Compounds Tenors (ppm)
Cr 10.7
Zn 720.0
Pb 86.4
Cr 22.0
Ni 25
Mn 860.0
Fe 6600.0

Changes in Total Protein Level: The Figure 1 shows
the changes in protein level obtained from isolated
roots of Phragmites australis, Controls and in treated
wastewater.

We notice that the average content of total proteinis
much higher in treated plant roots. However, the
difference between the roots of control plants and treated
is growing more and more during the months of June and
October. Indeed, it was during these two months that the
recorded rates of total protein higher. At the roots of
control plants these rates remain close whatever the
Season.

Changesin Proline Levels: Figure 2 represents changes
in the average recorded levels of proline isolated from the
roots of Phragmites australis controls and treated by
wastewater.

This figure shows that the average rates of proline
are high in roots isolated from plants which have remained
in the wastewater. These rates are much higher in the
roots of plants treated. We note that the difference
between the rates of proline isolated from roots of treated
plants also increases depending on the season and
reached the peak of observable during the months of June
and October.

Variations of Peroxidase Activity (GPX): Theactivity
of peroxidase in nmol/min /mg of protein is shown
in Figure3.

In Figure 3 we observed that the average recorded
values of GPX activity are between 0.46 and 0.22 (50%
reduction). Among isolated from roots of control plants
the highest values are obtained during the months of
January and March. In isolated roots of plants treated
with wastewater, it is noted that these values increase
with time to reach ailmost a max from March with a peak of
apparent during the month of October. This value is 3
times higher than in roots isolated from plants.



Am-Euras. J. Toxicol. i, 1 (1): 19-23, 2009

ED
EE
-4
E BControls moods
E W7 ragted roots
&
E
o
=
&
o

Maonths
Fig. 1: Changesin total protein isolated from the roots of Phragmites australis

70 4
E a0 4
%‘ 50
— 40 4
¥
= 3o
o T P
o 20 1 ;

10 4 wTreaad ol s

oo s isai !

oh & $° o
£
& <+ E &

Maonths
Fig. 2: Variations in average grades of proline isolated from the roots of Phragmites australis

0.7
B
=] 0.G
k
5 s
E -] 0.4
£
EZ 03 - -
:-..IE. © BControls rocks
:E 0.2 W Treated roots
o 0.1 4
a
L] o A I = I & I Aﬁﬁ

A i g
& ¥ : 4

Months
Fig. 3: Variations of the GPX activity of Phragmites australis isolated roots according to the treatment of wastewater

e

1o OCanltals roats |

" B Treated rools

= — —
+ [ g U]

Time [min}

Fig. 4: Changesin respiratory activity of isolated roots of Phragmites australis

Qeygen (nmol/min/mg of proteins)

21



Am-Euras. J. Toxicol. i, 1 (1): 19-23, 2009

Variations of Respiratory Activity: Variations in the
respiratory activity of isolated roots of treated plants and
witnesses are presented by Figure 4.

This figure shows that the consumption of oxygen in
the isolated witnesses roots of Phragmites australis is
important in function of time. It goes from 270 nmol of
O,/ml to 31 nmol/ml, representing consumption of about
90% O, environment measurement and for 10 minutes of
recording. In isolated roots of treated plants, we find that
the consumption of O, initially significant at 2 and 4 min
of recording at a low trend from 6 min of recording.
Concerning the roots of plants treated by sewage this
reduction reached 90% of the respiratory time equal to
10 minutes.

DISCUSSION

The objective of thisstudy isto highlight one part
of the quantitative and qualitative composition of
industrial waste generated by the units of the complex
steel mills and the other to monitor physiological and
biochemical changes observed in Phragmites australisin
the treatment of wastewater from industrial sources.

The results obtained show that the discharges
generated by the steel complex units are loaded with
heavy metal concentrations far exceeding those permitted
by WHO. In qualitative terms, these discharges are
composed of heavy metals such as Zn, Cu, Pd, etc..., with
the addition of a very large amount of iron (close to the
complex).

Alongside the model plant used in our study
"Phragmites australis' treated sewage loaded metal
compounds present a rate of total protein that increases
depending on the season especially during the months of
June and October. This protein synthesis could be
explained by the activation of detoxification systems of
Phragmites australis.

Indeed, the work of [16] and [17] support our
observations in this work the stimulation of protein
synthesis was due to the synthesis of phytochelatin
whoserole in the detoxification is well known. According
to [18] these particular proteins PCS (phytochelatin
synthesis) plays a key role in the mechanism to capture
heavy metas; the catalyzes glutathione enzyme from
phytochelatin production of heavy metal chelators
promote their sequestration in the vacuoles.

In our case, the stimulation of protein in the isolated
roots of Phragmites australis explained by the fact that
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these bodies are real sites of resistance to oxidative
stress. This confirms the results reported by [18]. In
addition, high levels of proline in the roots observed in
plants treated by sewage and just confirm the fact that
the roots are indeed in the presence of oxidative stress.
Thus the role of proline could affect the root
osmoprotection [19, 20]. Which would stabilize the protein
levels [21], inhibitor of heavy metals [22] and reduce
peroxidation [23]?

The values of peroxidase activity showed a strong
stimulation observed during the months of June and
October. These values indicate a high antioxidant
capacity of Phragmites australis in the presence of
oxidative stress produced in conditions of heavy metal
pollution. This supports the observations of [24, 25].

Finally, the respiratory metabolism of isolated roots
of Phragmites australis treated with wastewater is highly
disturbed. This result could be explained by a slowing of
the respiratory activity of isolated roots of Phragmites
australis and processed to the activation of detoxification
systems/sequestration of heavy metals contained in
wastewater. This regulatory mechanism of the plant is a
strategy adapted it to better withstand xenobiotics and
continue its growth. In this option the work of [26, 27] and
[28] support this hypothesisin plants.
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ABSTRACT

This work has two parts at first we were interested in variations of physicochemical parameters of waste
water loaded with discharges from industrial bins after passing through a purifying E1 and E2. It is a lagoon
system designed vertical flow in the laboratory of Phragmites australis and compounds. Our results showed a
significant reduction of suspended COD and BODs and conductivity.The second part of this study is restricted
to the study of biochemical and enzymatic potential changes before and after treatment. Our results confirm the
ability of roots of Phragmites australis to accumulate and transfer the metals and the involvement of enzymes of

metabolism in the roots.

Key words: Phragmites australis, roots, Phytoremediation, detoxification, GSH, GST, physicochemical

parameters.

Introduction

Water is a source of invaluable life. After
oxygen, it is our second vital need. If one can resist
5 weeks the hunger, one cannot remain more than 3-
4 days without drinking!

But everywhere on planet, the development of
the human, domestic or industrial activities, is
dependent on the water resource. The diversity of
the uses induces a series of impacts varied on the
quality of water.

There is however a common point, intrinsically
related to the nature of water: that it is integrated
into the agroalimentary die or that it is universal
solvent for all kinds of cleanings, water continues its
cycle while joining, early or late, the tablecloth, the
river, the river. Water carries there that of which one
charged it, i.e., symbolically: filth and soap [20].

With the development of town planning and
industrialization, as well as the evolution of the
modes of consumption, the water discharges known
as " worn " evolved/moved considerably in quantity
and complexity. The simple domestic rejections
grew rich by more complex products (detergents...)
and the networks of cleansing collect industrial,
commercial or artisanal wastes to the very diverse
characteristics. The rainwater, washing increasing
bitumen surfaces and roofs, takes care in mineral
and organic products and increases by as much flow

Corresponding Author

polluting to treat. When worn water is not treated,
the rivers are exceeded in their natural capacity of
purification and find polluted. The treatment or the
purification of worn water aims thus to reduce the
polluting load which they convey in order to return
in the aquatic environment a water of quality,
respectful of natural balances and its uses future
(fishing, leisure, food, agricultural or industrial use,
) 1

Many interest were carried these last decades
with the phytoepuration worn water. Developed
technologies exploit the capacities of adaptation of
the systems racinaires to the strong polluting loads
and the conditions of anoxia or hypoxia of the
substrate, involving symbiotic relations between the
micro-organisms and the roots which support the
elimination of the pollutants [21]. The goal of this
present study is to evaluate the physicochemical
performances épuratoires of an installation of
lagunage, exploited successively under the die with
macrophytes, (phragmites australis) and to see
whether these artificial wet mediums or purifying
marshes can constitute an adequate system for the
domestic water treatment worn, industrial and
agricultural.

And this through the study of the capacities of
the roots with absorber/adsorber metal particles
present in water used, like elucidating the effects of
the stress oxidizing induced by worn heavy metal
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water charged on the various bodies (roots and
sheets) with the reed phragmites australis To
achieve this goal, we set up a system of purification
at the laboratory (in vitro simulation) similar to the
filter marsh (marsh with vertical flow). This system
is composed of two vats: one located in height and
the second in against bottom to receive water which
runs out of the first vat, in which macrophytes were
planted (Reeds australis.

Our choice it is related to water of Meboudja
Wadi because of their strong pollution by effluents
of the iron and steel complex, waste waters, water of
valves and water of agricultural irrigation.

Material and Methods

1-1 Description of the system of purification:
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In our work we built a standard system of
purification filter marsh (marsh with vertical flow),
this last are composed of two vats connected to each
other by a pipe, the first located at height a 53.5 cm
(Bt stage) and contain three layers of gravels of
different granulometry and thickness.

The second located at a 21 cm height (second
stage) also containing three layers: two made up of
gravels and the third which is thickest consists of
sand, in the latter of the macrophytes were planted
(phragmites australis), the first vat is irrigated
directly by the water of Wadi Meboudja and the
second receives the water of the first stage. In

parallel, a third vat irrigated by water of tap will be
used as witness. One places in each vat an equivalent
quantity of reeds which remain ten days at least [12].

(figurel).

Fig. 1: System of purification (two stages of purifications). (Laboratory of Cellular Toxicology)

1-2 biological Material:

In this work, we used a macrophyte considered
for its strong purifying capacity the common reed
(phragmites australis). it is one of the invading
vegetable species (Jodoin and Al 2008). The reed is
probably one of the vascular plants most widespread
in the world (Badly & Narine, 2004). The reeds are
able to absorb and to  concentrate significant
quantities of pollutants and they contribute to the
self-purification of water. Their development
accelerates in calm water and the rivers (Dajoz,

1985) Once established in the vat, the plant develops
a very significant system racinaire.

1-3 Methods of analyses of water:

For the various physico-chemical analyses, we
took worn water samples of the various planted vats
of reeds (after purification), as well as rough worn
water of Meboudja Wadi.

The analyses were carried out on the level of the
analysis laboratory " horizon " Annaba. The table
(1) gathers the principal parameters and methods
used.

Table 1: Principal studied parameters and methods of analysis for each water sample.

Elements Method of analysis
0l [COD Rodier, 1996
02 (BODS5 Rodier ,1996
03 [MIS Rodier, 1996
04 Conductivity Rodier, 1996
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2.biochemical parameters:
2-1 Proportioning of total proteins:

The total proteins of phragmites australis are
proportioned according to the method of Bradford,
(1976) using the albumin of ox serum (BSA) like
standard (Merk). The range calibration is carried out
starting from a solution mother of BSA (1mg/ml).
The reading is done with at ( A= 595 nm).

2-2 Proportioning of the prolin:

The assay technique of the proline used is that
of Troll and Lindsley, [37], modified by Dreider and
Goring [9]. The determination of the optical densities
of the samples is carried out with the at (A= 528 nm).

3. Proportioning of Biomarkes:
3.1.Preparation of the enzymatic extract:

The enzymatic extract from the roots of Reeds
australis is obtained according to the method of
Loggini et al. , [24]. the extract will be used for the
measurement of the activity ascorbate-peroxidase
(APX), guaiacol-peroxidase (GPX) and Glutathione
transferase (GST).

3-1. Activity Glutathione S-Transferase (GST):

The proportioning of the activity glutathione S-
transferase is carried out according to the method of
[14].

3-2 Glutathione (GSH):

The enzymatic extract is homogenized in a
solution of (E.D.T.A) with 0,02M and undergoes a
deproteinisation by the acid sulfo-salycilic 0,25%.
After centrifugation to (2000 tours/mn) during 10
minutes the supernatant is used for proportioning
spectrophotometric with reagent DTNB 0,01M at
412nm. The concentrations of the GSH are
proportioned by the method of Weckbecker and
Cory, [39] and are expressed in uM / mg of protein.

Results

1 Analysis of the variations of the physicochemical
parameters of worn water:
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1-1 Variation of the chemical demand for oxygen
DCO:

The table (02) illustrates the values of the DCO
before and after purification. We note that these last
are very high. After purification, we note a reduction
of the DCO on the level of the two stages of
purifications. Thus the rate of the DCO decreases by
approximately 80 A 90 % after the second
purification for the three other seasons, however, in
spring, the value of the DCO remains higher a
norme(160mg/1).

1-2 Variation of the biochemical Demand for oxygen
(DBOg):

The values of the biochemical demand for
oxygen are represented in the table (03). In spring
and in summer, the values of the DBO5 are higher

than those obtained during the winter and the
autumn with respectively 805 mg/l and 250 mg/l. In
the presence of the seedlings of phragmites australis
the DBO35 tends to decrease by approximately 5 to

10%, in autumn, after the first purification, and by
approximately 35% after the second purification
with an abatement from approximately 95% in
spring to reach 43 mg/l (near to the Algerian
standard); a third basin of purification can give a
better output.

1-3 Variation of the Matter in suspention (MIS):

The evolution of the matter in suspension, is
represented in table (04). Thus we note a very
significant reduction in the content of suspended
matter after the first and the second purification. The
difference is about 80% and 90% respectively for the
water used after purification 1 and purification 2 and
this some are the season.

1-4 Variation of electric conductivity (EC):

The table (05) highlights the variations of the
conductivity of water in the vats at purification. We
note a very apparent reduction in the electric
conductivity of water after passage daN the two
vats. Thus after the first purification conductivity
decreases by approximately 10% compared to water
not having been in contact with the plants. After the
second passage (the second purification),
conductivity decreases by approximately 60% in
Autumn and 15% in spring.

Table 2: Variations of the contents of DCO before and after stay of the plants of reeds Phragmites australis in worn water.

Concentrations of COD (mg/])

Seasons Raw water Epuration 1 Epuration 2
Spring 1000 500 160
Summer 750 143 35

Autumn 605 250 60

Winter 96,66 53 23,23
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Table 3: Variations of the contents BOD 5 before and after stay of the plants of reeds Phragmites australis in worn water.

Seasons Concentrations of BOD s (mg/l)
Raw water Epuration 1 Epuration 2
Spring 805 550 43
Summer 250 160 80
Autumn 140 120 94
Winter 99,01 71,03 40

Table 4: Variations of MIS before and after stay of the plants of reeds

Phragmites australis in worn water.

Seasons MIS (mg/l

Raw Water Epuration 1 Epuration 2
Spring 125 80 20
Summer 111 67,33 32
Autumn 95,33 19,95 10,11
Winter 75,22 8,99 4,65

Table 5: Variations of conductivity

before and after stay of the plants

of reeds Phragmites australis in worn water

Seasons

Conductivity (ps/cm)

Raw Water Epuration 1 Epuration 2
Spring 825 289 156
Summer 1020 850 350
Autumn 1580 1100 500
Winter 1490 1150 950

Biochemical Parameters:

Variation of the content of total proteins on the level
of the roots of Phragmites australis:

Figure (02) represents the variations of the
contents of proteins on the level of the roots of
Reeds australis We note for the plants placed in the
first stage of purification (E1) that the protein rate
increases of more than 100% (in a highly significant
way with p = 0,001) compared to the pilot plants and
this during the four seasons. Indeed the protein rate
is about 29.45 g at the roots of the plants of El in
summer, whereas at the witnesses the rate does not
exceed 06.42 pg. In winter this rate is of 36.650 pg
for E1 with witnesses not exceeding the 10.503 pg.
(an increase of more than 100%). This rate decreases
up to 26 pg for the stage E2 but remains always
higher than the witness. This observation is the same
one for all four season.

2-2 Variation of the content of prolin on the level of
the roots of Pragmites australis:

Figure (03) illustrates the effect of biological
purification on the rate in proline on the level of the
roots of Reeds australis We note that this rate is high
at the reeds of the first basin during the four seasons.
This increase is very highly significant for the
seasons of spring and the summer, for spring this
rate is 5,33 Mg / G for the witness and 29,25 Mg / G
after a passage in the first basin to reach 18,87 Mg /
G after the second passage. This difference is highly
significant with p = 0.001. In autumn the rate of
proline is 3,34 Mg / G for the witness this rate
reaches 18,34 Mg / G for the first purification this
difference is highly significant with a p = 0.001 Ce
rate decreases after the second passage to reach 7.80
Mg / G with a non significant difference.

OControl BTreated1 OTreated2

40 -
35 -

25 4
20 ~

10 4

proteins (ug/mg of fresh
weight)
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Autumn Winter

Seasons

Fig. 2: Variations of the contents of total proteins at the roots of Phragmites australis placed in worn water

(E1, E2) and contol
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Fig. 3: Variations of the contents of proline at the roots of Phragmites australis placed in worn water

(E1, E2) and control

Variation of rate GSH on the level of the roots of
Phragmites australis:

The figure (04) highlights the evolution of the
rate of GSH at the level of are two stages E1 and E2
and of the witness. One observes a very significant
evolution of the rate of GSH on the level of the roots
of the seedlings from the two basins from
purification compared to the pilot roots. This result is
valid for the four seasons, particularly for E1. This
increase is more significant in autumn where the rate
of GSH is practically ten times superior with that of
the witnesses, Indeed the rate of GSH is 63,155
umole/mg proteins for E1, and of 6,713 protein
pumole/min/mg at the witnesses as in summer when
the rate of GSH is of 74,17 protein umole/mg for E1,
and of 13,37 protein umole/min/mg at the witnesses.
This rate tends to decrease during the second
purification to reach 20 pmole/mg proteins for the
autumn and 27,75 protein pmole/mg for the summer.
The analysis of the variance between the witness E1
and E2, reveals differences very highly significant

(***) p = 0.001 during the first purification and a
highly significant difference (* *) has very highly
significant for the second purification with a
nonsignificant difference for the second purification
in winter.

3-2 Variation of activity GST on the level of the roots
of Phragmites australis:

The data obtained after proportioning of activity
specific GST expressed in protein nmoles/min/pg
measured to the level of the roots are gathered in
figure 05. It is noticed that activity GST increases on
the level of the first basin, this increase persists for
the second basin and this result is recorded for the
four seasons of study. This was confirmed by the
study of variance has two controlled factors which
shows a difference very highly significant (***)
between the activity of the GST on the level of the
two basins of purification and the witnesses and this
for the measurements taken in summer.

‘ OControl BETreated1 OTreated?2
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Fig. 4: Variations of the contents of GSH at the roots of Phragmites australis placed in worn water (E1, E2)

and Control
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Fig. 5: Variations of the contents of GST at the roots of Phragmites australis placed in worn water (E1, E2)

and Control.
Discussion:

In this work we highlighted a strong presence of
xenobiotic at the level of used water, like on the
level of the roots of seedlings of Phragmites
australis placed in worn metal mais water charged
this pollution has tendency decreased after both
purification.

According to Polprasert and khatiwada, [29] the
elimination of the organic matter in the macrophyte
basins is based ona symbiotic relation plant-bacteria,
in which the bacteria use the oxygen provided to the
medium by the plants during photosynthesis to
degrade organic carbon.

It is what explains the reduction in this
parameter after passage of water of Wadi through
the two stages of purification planted of reeds.

This agrees with the results of [32,18] which
show that Phragmites australis has sites in their
zones racinaires which support the bacterial growth
and thus allow the degradation of the organic matter
and thus the reduction in the DBO5 Thus our results
are in agreement with those of [23] which used
planted filters of reeds for the dehydration of the
liquid manure and confirmed a reduction in the DBO
5 after the stay of Phragmites australis.

The abatement of the DCO is obviously & the
physical retention of the organic matter of the water
used in the filters and the oxidation of this one by
the microbial flora.

This result is probably related to the presence of
the plants which create physico-chemical conditions
favorable to the oxidation of the organic matter by
the microbial flora. This one brings oxygen in the
filter solid mass via the roots and the rhizomes [3].
According to Woodland and et al., [39] the
abatement observed on this parameter can be
explained by the presence of the reeds which
oxygenate the filter solid mass by the intermediary of
the rhizomes.

Concerning eclectic conductivity, its reduction
in the four seasons can be explained according to

Coulibaly and et al., [6] by a salt retention in the
filter solid mass. These salts can be retained by
various physico-chemical and biochemical reactions
(absorption, exchanges ionic, oxidation,
neutralization).

Our results concerning the suspended matter,
highlighted a reduction in these last after passage by
the two stages of purification. This reduction can be
explained by the maintenance of a shaded surface
thanks to the emergent plants attenuating the growth
of the algae thus and making it possible to maintain
good outputs of removal for MIS (80 to 90%) [16].

According to Cooper [5] the systems with
horizontal or vertical flow, offer very good outputs
of removal as of MY which can vary from 90 to
95% when the filter medium is well chosen and that
there is no short-circuiting. In general, the use of a
sandy medium ensures a very good filtration, [22].

Concerning the biochemical parameters Our
results show an increase in the protein rate in the
roots of Phragmites australis this increase is
significant on the level of E1 what shows a strong
level of pollution waters used, on the other hand in
E2 we  highlighted a nonsignificant increase
compared to the witnesses that confirms that the
water of the second stage after passage by the first
purification was filtered.

According to Zienk [40] the increase in the
protein rate in the roots and the sheets of the reeds
placed in a polluted water is due to the fact that on
the cellular level of the reactions of detoxification
take place thanks to the phytochélatines. This
induces the formation of a complex protein / metal.
The phytochélatines trap the xénobiotique one and /
or metal in association with a group HS
(sulfhydrile), it is formed a complex thiolate metal
which becomes immediately inactive. This reaction
makes metal inactive and allows its storage in
vacuoles [28,38].

The other indicating element of an effect of
stress at the plant is the increase in the rate of the
proline. In our work, we highlighted a highly
significant increase in the rate of proline at the roots
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of the treated reeds. The proline can play a role
osmoprotector [36], stabilizer of the proteins [33],
inhibitor of metals [10] and inhibitor of the
peroxidation [26]. This increase in the rate of proline
can be explained according to Ober and sharp [27],
by an effect of stress at the plant.

In order to highlight the intervention of the
systems of detoxification, in the adaptation of the
plant to the variations of the medium, in particular in
the presence of pollutant, we followed the evolution
of enzymes of detoxification (GSH, GST). This
experiment highlighted an increase in the rate of
GSH for the plants placed in polluted medium, this
result agrees with those of Fabrizio and et al., [10] as
Grara [13] which showed an increase in the rate of
glutathion at the time of a stress to Cadmium at the
reeds Phragmites australis like those of Kamara
and Pflugmacher [19], out of two species Phragmites
australis and Quercus suber planted in polluted
water. Concerning the rates of GST (glutathion S-
transférase), our results translate a phenomenon of
resistance to heavy metals, which suggests that this
variability should be due partly to the degree
according to which the organizations can detoxify
these metals at the various stages of their vital cycle.
In addition the reactions of metals with the
glutathion are translated is by the formation of
complexes [metal GSH] or by the oxidation of the
GSH [30], According to the study of Christie and
Costa [4] metals which involves the oxidation of the
GSH are Cu, Co, the mn, Fe and Cr while the stable
complexes with the GSH are formed by Zn, Cd, Hg,
Pb and Ni, these two reactions could explain the
reduction in the glutathion in the second basin of
purification [15,35]. It appears however that
xenobiotic what exists in worn water induces an
answer different from the antioxydant system
existing in the roots and the sheets of Phragmites
australis This type of observation was already
brought back at Pisum sativum [8], which showed
that the sheets present mainly a stimulation of the
enzymes of the antioxydant system.
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ABSTRACT

This work aims the study of the ability of Phragmites australis roots to accumulate and transfer metals such asiron
and zinc present in water filled with discharges from industrial sources. We are interested in the movement and
distribution of these metals in the roots through a lagoon system designed for vertical flow in the laboratory through
two trays where treatment plants Phragmites australis were planted. The results showed the presence of high
concentrations of metals such as iron and zinc concentrates in the roots. After purification, the concentrations of
these metals are highly decreased, confirming the effectiveness of the system.

Keywords: Phragmites australis, pollution, metals, SEM-EDS, MTE.

INTRODUCTION

Management of wastes in general and liquid wasteparticular manner constitutes today, a very alagm
environmental question in developing countries.Tiejority of the African countries, shortly aftereth

independence chose the traditional systems of ipatibn of wastewater (activated sludge in particul[l, 2]

natural methods of wastewater treatment. This israphytes lagoon, technique in which the plantsvetip

complex mechanisms to absorb the organic or mirgrastances of water through their roots and thiedets,
which are then transported in other parts of thatgo be used, transformed, degraded or stofed [3

The purpose of the present study is to estimatepthrdication performance of an installation of dag with
macrophytes, Rhragmites australis) with vertical flow and this through the study ofetltapacities of roots to
absorb/adsorb the metal particles present in wageswWe were interested particularly in the indaktvastes of
an iron and steel complex located in the area afafsa (Northeastern Algerian) because of the presehuwater
strongly charged with metals.

Two techniques are used in the identification anel lbcalization of metals: Scanning Electronic Mazopy
observation (SEM) and analysis by X-rays (ICP: uictibely Coupled Plasma, OES: Optical Emission
Spectrometry) of the fragments of isolated roots.
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MATERIALSAND METHODS

Description of purification system

Our tests are performed with batch cultivationderitical containers of 40 liters. The experimens \warformed
with two tanks; the first tank is filled with a ntixe of raw sewage not settled collected direatiyrf the Oued
carting industrial waste water. In which were ptshteedsFhragmites australis); the flow is vertical.

Biological Material

In our work, we used a macrophyte known for iterstr purifier: common reedPbragmites australis) an invasive
plant species [4]. The reed is probably one ofrtilost common vascular plants in the world [5]. Omaplanted in
the tray, the plant root system develops in vergartant manner.

Analysis of metalsin theroots

Root samples were collected, weighed, and minedlinethod of CIRAD (2004) [6]. This method of saut of
minerals contained in plant material is intended dppropriate matrices poor in silica and the nasithat, after
passing the oven is very small. From roots, sahstidissolved heavy metals were determined ICP/®ES [

Analysiswith the SEM (scanning electronic microscopy)
Roots were observed by scanning electronic micimsto visualize the state of the roots and theritistion of
different metals [7].

Identification of metals by X-rays
The SEM observation is coupled to an Energy DisperSpectrophotometer (EDX system) which allows the
analysis of X-rays emitted by the sample for thaliative determination of metals [7].

RESULTS

Variations of thelron rateand Zinc on the level of theroots

Tables (1) and (2) represent changes in the rabiofand zinc in roots dPhragmites australis, before and after
treatment E1 and E2. These results indicate thatwaier samples are heavily laden with heavy medald

especially iron, probably due to the release ofsteel, it is the same for Zinc. We found an insesim the Iron and
Zinc level through seasons. On the other hand wéroeed the decrease of about 50% of the contebbth metals
after the first and second treatment E1, E2 sugggathigh capacity for accumulation in the roots.

Table 01: Changesin levelsof iron in theroots before and after treatment 1 and 2.

Iron (mg/l
Seasons Contral | E1 (Roots) | E2 (Roots)
Spring 1,73 4,32 2,37
Summer | 1,523 5,12 2,25
Autumn | 0,979 8,55 4,45
Winter | 1,231 7,228 3,112

Table 02: Changesin levelsof zincin therootsbefore and after treatment 1 and 2.

Zinc (mg/l
Seasons Control | E 1 (Roots) | E 2 (Roots)
Spring | 0,039 0,989 0,733
Summer | 0,032 0,591 0,37
Autumn | 0,051 2,25 0,989
Winter 0,049 1,612 0,531

E1: purification 1; E2: purification 2.

Scanning Electr onic micr oscopy
Distribution of metals in the control roots (1) atndated (2), after E1 showed a high accumulatiometals in the
epidermis of roots. Same observation after treatifie?) (3) visible as a whitish deposits.

I dentification of the deposits by SEM-EDX

Spectra (2) and (3) confirm that the most abundéarhent is iron with high concentrations. Howeesten after the
second treatment, the metal deposits persist. FEkigt suggests the design of a third cleansing. tam the other
hand, the X-ray analysis reveals the presencehefr ahetals from industrial sources such as alumiougadmium.
In contrast, the peak corresponding to iron dee@asgnificantly after the second treatment withdisappearing
completely.
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DISCUSSION

In this work, we have demonstrated a strong presehmetals in the roots of planterBgmites australis planted in
hydroponic wastewater loaded with metals correlamdth a significant decrease in water growth medium
According to Ye etal. (1997b)Phragmites australis has a high tolerance to zinc and iron, but alstead and
Cadmium, which probably explains the strong presaidhese elements in the roots. Indeed Pieclatlkak (2002)
[8] showed that macrophytes were able to accumsliatgficant levels of heavy metals. After the settdreatment
(E2) metal concentration decreased, probably atameu [9] because of the exclusionary strategypsstb by
tolerant species, it is to reduce the absorptidnasf and Zinc by roots and their transfer to thaa parts [10].
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On the other hand, [11] showed that Zn (being e rbots form complex Zn-histidine) is transportedhe aerial
parts mainly in cationic form free Zfwith a small proportion associated organic acidaifity citrate) to be finally
stored in the vacuoles of the leaf cells as a cerpith citrate.

The observation by SEM showed the presence ofrintnparticles around the roots and a layer ofraéfwm
silicate. Our results are in agreement with thosBardeleau (1998) [12], which states that Phragsaustralis
with its roots assimilate metals and reduces tbarcentration in the medium, while Sevrinakt (1995) explains
the decrease in the rate of iron accumulation bgraorganisms contained in sewage. However, acogrtin
Ortega-Villasante eal. (2007) [13, 14], the roots of reeds seem theeefocrease their capacity for tolerance to
both metals by complexing with glutathione in suping ROS induced indirectly by their presence. rdter,
[15]Carranza-Alvarez etl. (2008) state that in the speci®hragmites australis, There is a power metal
accumulator higher in roots compared to stems.duition, P. australis is generally known to accumulate some
advantage MTE (Zn, Cu, Pb, and Cd) (Fediuc andiE20€2) [16].

CONCLUSION

Phragmites australis are known for their accumulator power, can respdos¢he pollution in a sensitive and
effective manner, hence the importance of their insphytoremediation. Our results showed that tke af a
vertical flow constructed wetland where phytopaation by macrophytes would reduce the pollutiowa$tewater
particularly those charged in metals.

Our results also revealed strong purifying/accumoul@ower ofPhragmites australis roots, particularly for trace
elements. This hyper accumulation is probably these of their high tolerance to high levels of yiadin.
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