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Résumé

Le présent travail vise a évaluer I’efficacité de lemna minor (lentille d’eau) dans
I’épuration des eaux usée d’origine industrielle  (la phytoépuration) et de vérifier la
possibilité d’utiliser cette plante dans un systeme d’épuration a base de macrophyte .

Pour cela nous avons simulé un systeme épurateur, type marais filtrant dans le laboratoire
de la toxicologie, qui est constitué de 3bacs, ces derniers sont imgnée respectivement par les
eaux des 3 sites étudiés ; S1 (El Gantra),S2 (El Hajar), S3(Pont Bouchet),ou nous avons
planté Lemna minor pendent 21jours

Nous avons réalisé des dosages de métaux (Fe, Zn, Ni, Mn) dans I’eau avant et aprés
épuration, et cher la plante avant et apres 14 et 21 jours de séjours

Aussi que des analyses physicochimiques des eaux usées avant et apres plantation ont été

réalisées.

L’eau d’Oued Maboudja signalent une forte teneur en métaux selon leur localisation situé
a proximité du complexe sidérurgique, apres utilisation de notre modele végétal (Lemna
minor) nous notons une diminution trés hautement significatif de la quantité des métaux (Fe,
Zn, Ni, Mn) dans I’eau par contre une augmentation chez la plante trés hautement significatif
le role important de lentille d’eau (Lemna minor) dans I’épuration des eaux usées d’Oued
Maboudja..

Une analyse physicochimique des eaux usées a été également réalisée, avant et apres
I’épuration concernant les parametres suivants: T, pH, O, dissous, Taux d’ O,, Mes, DBOs,
NH, et nitrites. Les analyses physicochimiques ont montré une amélioration apparente des
différents paramétres globaux de pollution (pH, O, dissous, Taux O,, Mes, DBOs, NH, et
nitrites) ainsi qu’une élimination presque totale de NH, et nitrites. Le traitement des eaux
usées par le procede biologique peut étre une solution a la fois peu onéreuse et efficace.

Mots clés : Eau usée industrielle, oued Meboudja, Lemna minor,
La phytoépuration, les métaux, parametres physicochimiques.



Abstract

The present work aims to evaluate the effectiveness of lemna minor (water lens) in the
purification of industrial wastewater (phytopurification) and to verify the possibility of using
this plant in a purification system. macrophyte base.

For this we have simulated a scrubber system, type marsh filtering in the laboratory of
toxicology, which consists of 3bacs, the latter are imgnée respectively by the waters of the 3
sites studied; S1 (El Gantra), S2 (El Hajar), S3 (Pont Bouchet), where we planted Lemna
minor hang 21 days

We carried out metal dosages (Fe, Zn, Ni, Mn) in the water before and after purification,

and the plant is expensive before and after 14 and 21 days of stays
Also, physicochemical analyzes of wastewater before and after planting were carried out.

The water of Oued Maboudja indicates a high metal content depending on their location
near the steel complex, after using our plant model (Lemna minor) we note a very highly
significant decrease in the amount of metals (Fe, Zn, Neither, Mn) in water on the other hand
an increase in the very highly significant plant the important role of water lens (Lemna minor)
in the purification of wastewater of Wadi Maboudja.

A physicochemical analysis of the wastewater was also carried out, before and after the
purification concerning the following parameters: T, pH, O2 dissolved, O2, Mes, BOD5, NH4
and nitrites. The physicochemical analyzes showed an apparent improvement in the various
global pollution parameters (pH, dissolved 02, O2, Mes, BOD5, NH4 and nitrites) as well as
an almost total elimination of NH4 and nitrites. The treatment of wastewater by the biological
process can be a solution that is both inexpensive and effective.

Keywords : Industrial wastewater, wadi Meboudja, Lemna minor,

Phytopurification, métals, physicochemical parameétres.
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Introduction

Introduction :

En Algérie, a I’instar d’autres régions du pays, la ville d’Annaba connait de multiples
agressions quotidiennes engendrées par la pollution industrielle, en particulier celle des
ateliers de traitement de surface du complexe sidérurgique. Les eaux usées de ces ateliers de
traitement de surface sont rejetées directement dans le milieu aquatique (cas de I’Oued
Meboudja) sans aucun traitement préalable. Pour la préservation et la récupération des usages
des milieux aquatiques, une methode, qui permet d’évaluer les concentrations des
contaminants peuvent étre rejetées dans I’Oued Meboudja sans compromettre les usages de
I’eau (Aquaculture, loisir, irrigation).

Parmi les principaux polluants générés par les activités industrielles, les métaux lourds
(Fe, le Zn, le Mn, ...) posent effectivement des problémes particulierement préoccupants. Ces
éléments, par nature non biodégradables, présentent une forte écotoxicité.

Ainsi, pour reprendre les termes d’un récent rapport de I’Office Parlementaire des
Choix Scientifiques et Technologiques, « si les métaux lourds ont fait la civilisation, ils
peuvent aussi la défaire ». 1l est donc aujourd’hui indispensable non seulement de mieux
connaitre les effets de ces polluants sur les organismes vivants, mais aussi de mettre en ceuvre
des solutions durables, visant a limiter leurs risques. Malgré leur forte toxicité potentielle, la
plupart des sites contaminés par des métaux lourds, L‘épuration des eaux usées domestiques
fait appel a des techniques physico-chimiques et biologiques. Parmi ces dernieres, I’utilisation
de végétaux aquatiques, fixes sur support ou en flottation libre, acquiert de plus en plus
d’importance dans le monde et particulierement dans les pays a climat chaud ou le rendement
photosynthétique est important. Cette technologie appelée I’épuration verte (phytoepuration)
présente plusieurs avantages (cout limite, mise en ceuvre facile, intégration excellente dans le
paysage naturel, absence de nuisances olfactives, etc.)

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. Pour atteindre ce but, nous avons mis en place un
systeme d’épuration au laboratoire (simulation in vitro). Ce systéme est compose de trois
aquariums, dans lesquels des lentilles d’eaux ont été plantées (lemna minor). Nous avons
choisis de travailler sur les eaux d’Oued Maboudja en raison de leur forte pollution par des

effluents industrielles(les métaux) des eaux ménageéres et des eaux d’irrigation agricole.
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Chapitre | la Phytoépuration

1. La phytoépuration :

La phytoépuration c’est une technologie fiable et simple facilitant grandement la gestion
des boues. Plusieurs travaux ont prouvés leur aptitude a exploiter efficacement les eaux usées
municipaux (Abissy et Mandi, 1999 ; Molle, 2005 et Mimeche et al, 2010), des effluents
industriels (Benameur, 2010 ; Ghaouch, 1998 ; Tiglyene, 2005).

> le lagunage :

Le lagunage est donc une technique d'‘épuration basée sur la transformation et
I'assimilation naturelle des Polluants domestiques par des chaines alimentaires aquatiques. La
méthode consiste a organiser, en utilisant un mécanisme simple, la dégradation et
I’élimination des éléments organiques par des processus naturels dans I’espace et dans le
temps. (Vincent et Dufour ,2006-2007)

2. Les Differents Systemes de Lagunage :

2.1. Le lagunage naturel a microphytes :

Un lagunage naturel est un procédé de traitement biologique des eaux usées se faisant
dans des bassins ou est maintenue une tranche d'eau de 0,8 a 1,5 m. Les microphytes, qui sont
des algues, les petits animaux (protozoaires, rotiferesE33GF6, crustacés) et les bactéries, en
présence d'oxygeéne, vont transformer les charges polluantes et stabiliser les boues. Les
bactéries anaérobies jouent le méme role dans les sédiments. (Vincent et Dufour ,2006-2007)
2.2. Le lagunage & macrophytes :

Les lagunages & macrophytes sont des installations mettant en oeuvre des bassins dans
lesquelles des macrophytes (végétaux ou algues) sont utilisés (en flottaison, immergés ou

semi-immergés) pour assurer des fonctions complémentaires de dépollution (figure 1).
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Figure 1 : Principe de fonctionnement du lagunage a macrophytes (Rakotoarison H.A,
2008).
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3. Avantage et inconvenient de lagunage :

Le lagunage représente I’avantage de dépolluer de facon efficace les eaux usées de fagon
écologique (sans produit chimique ni apport énergétique) avec un principe simple et fiable
tout en permettant une parfaite insertion dans le paysage.

» Les avantages sont :

e systeme naturel, simple, connu et maitrisé ; le principe du lagunage est tres ancien

systeme fiable dans le temps et au niveau de la qualité de I'épuration ;

faible colt d'investissement et d'exploitation.

bonne élimination des bactéries pathogénes.

pas de consommation d'énergie (le systeme fonctionne le plus souvent par simple

gravité).

bonne élimination de I'azote (70 %) et du phosphore (60 %).

intégration esthétique dans le jardin.

démarche responsable.
» L’inconvénients sont :
e emprise au sol importante.

contrainte d’étancheité.

variation saisonniére de la qualité de I'eau traitée.

nuisances en cas de défaut de conception et/ou d'exploitation (colmatage, rongeurs,

odeurs, moustiques).

élimination de l'azote et du phosphore incomplete.

difficultés d'extraction des boues.

pas de réglage possible en exploitation.

sensibilité aux effluents septiques et concentrés (Vincent et Dufour ,2006-2007).

4. Les types de filtres plantés :

e Lesfiltres a écoulement vertical.
e Les filtres a écoulement horizontal.
4.1. Les filtres plantés a écoulement vertical
Les principaux mécanismes d’épuration s’appuient sur la combinaison de plusieurs
processus en condition aérobie, qui se déroulent successivement sur deux étages de traitement

en série au minimum (figure 2).
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Figure 2 : Coupe transversale d’un filtre & écoulement vertical. (Poulet et al., 2003)

e Les filtres a écoulement verticaux sont alimentés en surface, I'effluent percole
verticalement a travers le substrat.

e La rétention physique des matiéres en suspension s’effectue en surface des filtres.

e Ce type de dispositif permet un stockage et une minéralisation des boues sur le
premier filtre de traitement par stabilisation des boues.

e La dégradation biologique des matieres dissoutes est réalisée par la biomasse

bactérienne aérobie fixée sur le support non-saturé. (Poulet et al., 2004)

4.2. Les filtres a écoulement horizontal :

Les filtres horizontaux ne sont pas alimentés par la surface, comme les filtres verticaux.
Les eaux usées décantées entrent, via un gabion d'alimentation, directement dans le massif
filtrant. 1l est donc nécessaire de débarrasser I'effluent, au préalable, des matiéres en
suspension, soit par I’intermédiaire d’un décanteur placé en amont, soit par un premier étage

de filtration verticale (figure 3). (Poulet et al., 2004)
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Figure 3 : Coupe transversale schématique d’un filtre & écoulement horizontal (Poulet et
al.,2004).

Les matieres dissoutes sont dégradées dans le massif de filtration par la biomasse
bactérienne fixée sur le support. Le niveau d’eau dans un filtre horizontal est normalement
constant. L’aération est limitée par I’absence d’un mouvement de la ligne de saturation et se
fait de maniére trés faible par une diffusion gazeuse. L’apport d’oxygene est faible par rapport
a la demande totale.La pénurie en oxygeéne, limite la dégradation de la pollution carbonée et
azotée, oxydation du carbone organique et de I’lammonium, et par voie de conséquence limite
la croissance bactérienne hétérotrophe et autotrophe ( Poulet et al .,2004).

5. Les étapes de traitements d’eaux usées :
5.1. L épuration des eaux se réalise en trois parties :
5.1.1. Le prétraitement : qui ne va éliminer que les grosses impuretés grace a un décanteur
primaire ou a une fosse septique.
5.1.2. Le traitement : qui va permettre aux micros organismes et plantes d’assimiler les
différentes pollutions.
5.1.3. L’évacuation : de I’eau épurée qui va permettre a I’eau de rejoindre son milieu naturel,
elle peut aussi permettre I’arrosage du jardin ou de multiples autres utilisations.
5.2. Principe :
La filiere classique est composée de trois éléments de base :
5.2.1. Un preétraitement :

Le prétraitement, ou traitement primaire des eaux usées vise a éliminer les plus grosses
impuretés. Elle permet de préparer un traitement d’épuration plus poussé. Il comporte

différentes phases :
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> Le dégrillage : des la prise d’eau, les déchets les plus grossiers sont retenus par les

barreaux d’une grille.

> La décantation primaire : la vitesse d’écoulement trés lente de I'eau et le

phénomeéne de gravité permettent le dépdt, au fond du décanteur, des matiéres en
suspension (MES) qui constituent les boues primaires. (Vincent et Dufour, 2006-
2007)

5.2.2. Un dispositif de traitement :

Le lagunage vise a éliminer une grande partie de la pollution organique (80%) et bactériologique.
Mais aussi, il contribue a amplifier I’élimination des matiéres en suspension et a réduire la pollution
chimique (azote global : 70 % et phosphore : 60 %) due aux détergents utilisés (lessives) et a nos
excréments qui provoquent des problémes de dystrophisation. (Vincent et Dufour, 2006- 2007).
5.2.3. L’évacuation des eaux épureées :

Il existe différentes techniques d’évacuation des eaux aprés épuration Les eaux ainsi
traitées se dispersent par écoulement dans le sous-sol. Si cela n’est pas possible (sol
argileux...), un rejet en surface par exemple dans un fossé peut étre envisage.

Comme I’exemple ci contre. (Vincent et Dufour, 2006- 2007).
6. Le pouvoir épurateur de lemna minor :

Les lentilles d’eau, Lemna minor, I’espece la plus courante ( Hilman, 1961 ; Cross,
2002), font partie des plantes aquatiques généralement utilisées pour le traitement des eaux
résiduelles domestiques ou industrielles du fait de leur performance dans I’élimination de la
pollution carbonée et leurs capacités d’assimilation de I’azote ou du phosphore (Debusk et
al., 1987 ; Vermaat et al., 1998 ; Al-Nozaily et al., 2000a ; Al-Nozaily et al., 2000b ; Konég,
2002). Cependant, leur croissance rapide dans les conditions optimales (i.e. température,
intensité lumineuse, ensoleillement, nutriments, pH, etc.) exige une gestion du tapis végétal
formé sur le plan d’eau en vue d’assurer une bonne épuration des eaux usées (Filbin et al.,
1985 ; Radoux et al., 1992 ; Bonomo et al., 1997 ; Korner et al., 1998 ; Monette et al.,
2006 ; Demirezen et al., 2007 ; Lasfar et al., 2007).

Figue4 :Lemna minor ( Guittet, Seguin / SNPN)
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7. L’épuration par les plantes en Algérie :

Dans les pays développés, I'utilisation des filtres plantés pour le traitement des eaux
usées est en croissance. De nos jours, ils sont appliqués pour le traitement des eaux usées
domestiques, industrielles, agriculturales, pluviales et méme dans le traitement des boues (Les
consultant RSA, 1993). Par contre, en Algérie I’expérience est encore jeune, elle a débuté en
2007 par la réalisation d’une station pilote de filtres plantés a écoulement horizontal au niveau
de la Wilaya d’Ouargla (Temacine) (Hamza ,2011) Jusqu’a maintenant, cette station a donné

des bons résultats épuratoires (Agence de I’eau Rhin Meuse, 2007).
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1. Définition des métaux :

Un métal est une matiére issue le plus souvent d’un minerai ou d’un autre métal, doté
d’un éclat particulier ,bon conducteur de chaleur et d’électricité ayant des caractéristiques de
dureté et de malléabilité, se combinant aisément avec d’autres éléments pour former des
alliages utilisables dans I’industrie. (Gérard, 2001). Les métaux lourds sont solides a
température ordinaire, exception faite au mercure qui est liquide et ils peuvent se combiner
avec I’oxygene pour former des oxydes basiques ou avec de I’hydrogéne pour former des
hydrures. Ce sont des éléments dont la concentration dans la crodte terrestre est inférieure a
0,1% (Jérome, 1999). Le terme « métaux lourds » utilisé pour représenter les eléments dont
la masse volumique est supérieure ou égale a 5 g/cm3 a été abandonné car il n’a ni fondement

scientifique ni juridique ; il est remplacé aujourd’hui par « Eléments Traces Métalliques

(ETM)» ( Gérard, 2001 ; Rodolphe ,2001) .

Les métaux
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Figure 5 : Tableau périodique des éléments. (Open Classrooms 2013).



Chapitre 2: Les métaux

2. sources des métaux lourds :

Les métaux lourds qui entrent dans I’environnement aquatique proviennent de sources
naturelles et de sources anthropogénes. Leur entrée peut étre le résultat soit de déversements
effectués directement dans les écosystéemes marins et dans les eaux douces, soit d’un
cheminement indirect comme dans le cas des décharges séches et humides et du ruissellement
agricole. Parmi les importantes sources naturelles, citons I’activité volcanique, I’altération des
continents et les incendies de foréts. La contribution des volcans peut se présenter sous forme
d’émissions volumineuses mais sporadiques dues a une activité explosive, ou d’émissions
continues de faible volume, résultant notamment de I’activité géothermique et du dégazage du
magma (Zoller, 1984 ; Calamari et Naeve, 1994).

Les sources anthropogénes sont les suivantes :

e Effluents d’extractions minieres

e Effluents industriels

e Effluents domestiques et ruissellements orageux urbains

e Lessivage de métaux provenant de décharges d’ordures ménagéres et de résidus
solides

e Apports de métaux provenant de zones rurales, par exemple métaux contenus dans les
pesticides

e Sources atmosphériques, par exemple combustion de carburants fossiles, incinération
des déchets et émissions industrielles

e Activités pétrochimiques
3. Réaction des métaux lourds avec I’eau :

Lorsque les métaux lourds sont en contact avec I’eau, des réactions chimiques se
produisent en lien avec l'acidité, I'alcalinité, la température et I'oxygénation. De plus, le degré
de solubilité d’un métal est un facteur non négligeable. Si le métal est soluble, il va passer
dans les nappes et/ou dans la plante tandis que s'il est insoluble, il va rester dans le sol. La
solubilité dépend de plusieurs facteurs. Le facteur le plus important est l'acidité du sol. La
regle générale veut qu’un sol acide facilite la mobilisation. La matiére organique favorise

également la mobilité des métaux (acide humique) (Cormier et al., 2015) .
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4. Pollution du systeme aquatique par les métaux traces :

Au cours de son cycle, I’eau peut donc se charger en éléments indésirables (polluants
chimiques, organismes ...), qui contribuent a la dégradation des réserves d’eaux a travers les
continents (Chouteau, 2004; Rio, 2006). Les micropolluants présents dans I’environnement
ont des origines tres variées. Leur devenir environnemental ainsi que leur impact potentiel sur
les différents écosystemes sont tres dépendant de leurs interactions avec le milieu
environnant. Les principaux micropolluants impliqués dans les phénomenes de pollutions
chimiques sont les métaux (exemple: cuivre, zinc, plomb, cadmium...). Les cycles
biogéochimiques des €léments traces métalliques ainsi que des espéces organiques et
inorganiques sont influencées a la fois par les phénomenes naturels et par les activités
humaines. Contrairement aux métaux, présents naturellement et en proportions diverses dans

la plupart des roches (fond géochimique) (Devez, 2004).

Tableau 1 : Classification des principaux ETM selon leur affinité pour des ligands oxygénés
(classe A), des ligands azotés ou soufrés (classe B) et pour les deux types de ligands (classe
intermédiaire) ( Nieboer et Richardson, 1980 ; Gimbert, 2006).

Classe A Classe intermédiaire Classe B
Calcium Plomb Cadmium
Magnésium Fer Cuivre
Manganese Chrome Zinc
Potassium Cobalt Mercure
Strontium Nickel Argent
Sodium Arsenic

Dans I’eau, les métaux traces sont présents sous forme d’ions libres mais ils peuvent aussi
se complexer avec des ligands inorganiques et organiques présents sous forme dissoute en
solution. Seules certaines formes du métal peuvent étre assimilables et induire un effet sur les
organismes (Gilbin, 2001). 8 De méme, les transformations physico-chimiques et les
processus métaboliques complexes de la biocénose peuvent aussi affecter cette
biodisponibilité (Ineris, 2004). Certains eléments sont par ailleurs des micronutriments
essentiels pour les organismes, mais aussi toxiques au-dessus d’une certaine concentration
(Gilbin, 2001; Ineris, 2004; Bravin, 2008).
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5. Diverses formes de métaux traces dans le milieu aquatique :

Dans le milieu aquatique, les métaux traces peuvent se présenter sous diverses formes
physiques (dissoutes, particulaires) et chimiques (minérales, organiques). lls sont présents
sous forme hydraté (M2 +), complexée a des ligands organiques (acides fulviques et
humiques) ou inorganiques ou sont adsorbés sur des particules. Les caractéristiques physico-
chimiques de I’eau (pH, potentiel redox, lumiére, température, dureté, force ionique, teneur en
ligands organiques et inorganiques...) agissent sur le degré de dissociation entre les formes
complexées et ioniques. La complexation avec les ligands organiques et minéraux ainsi que la
compétition avec d’autres cations divalents (Ca2+, Mg2+, Fe2+) influencent notamment le
devenir des métaux (figure 6). de surcroit, le ruissellement peut également étre responsable de
la dissolution et de la mise en suspension de cristaux précipités, du transport de la forme
dissoute présente dans la lame d’eau, du métal adsorbé sur les Particules du sol.
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Figure 6 : Interactions subies par les métaux au cours de leur transport en milieu aquatique
(Gilbin, 2001 ; Devez, 2004).

6. Biodisponibilité des métaux traces dans les écosystemes aquatiques :

On définit la biodisponibilité comme le degré avec lequel un contaminant dans une
source potentielle est assimilé par un organisme (O’ Donnel et al., 1985; Newman et
Jagoe, 1994; Gilbin, 2001). Elle met en jeu trois étapes principales (Campbell, 1995) :
I’advection ou la diffusion depuis la solution vers la surface de la membrane; I’adsorption ou
la compléxation sur les sites de transport; le transport a travers la membrane pour une
assimilation dans I’organisme. La connaissance de la biodisponibilité d’un élément toxique
dans un milieu donné est donc primordiale pour estimer I’exposition des organismes a ce
toxique et son effet (toxicité, bioaccumulation, bioconcentration). Dans le cas des métaux, il

est connu depuis longtemps que les concentrations totales du milieu ne permettent pas
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d’évaluer I’exposition réelle, ni les effets possibles sur les organismes (Town et Fillala,
2002).

7. Bioaccumulation des métaux traces dans les organismes aquatiques :

La bioaccumulation désigne la capacité des organismes aquatiques a concentrer et a
accumuler les substances chimiques a partir du milieu (bioconcentration) et de la nourriture
(biomagnification), a des concentrations bien supérieures a celles ou elles sont présentes dans
le milieu (Ramade, 1992).

8 .Les métaux étudiés :

8.1. Le fer:

On trouve genéralement le fer dans les eaux de surface sous forme de sels contenant du
Fe(111) lorsque le pH est supérieur a 7. La plupart de ces sels sont insolubles et sont précipités
ou adsorbés sur différentes surfaces. Par conséquent, la concentration de fer dans les eaux
bien aérées est rarement élevée. En milieu réducteur, comme dans certaines eaux souterraines,
certains lacs ou certains réservoirs, et en I’absence de sulfure et de carbonate, on peut trouver
du Fe(l1) soluble en concentration élevée , (Hem, 1972). La présence du fer dans des sources
naturelles d’approvisionnement en eau est attribuable a la décomposition de la roche et des
minéraux, aux eaux acides de drainage des mines, (Bell, 1975) . aux eaux de lessivage de
décharges contrblées, ( James, 1977 ). aux effluents d’égouts ainsi qu’aux rejets des secteurs
industriels qui traitent le fer.

8.2. Lezinc:

Le zinc est présent naturellement dans l'air, I'eau et le sol. La plus grande partie du zinc est
rejetée par les activités industrielles, telles que I'exploitation miniere, la combustion du
charbon et des déchets et I'industrie de I’acier. Les eaux naturelles sont polluées au zinc du
<fait de sa présence en grandes quantités dans les eaux usées, non traitées de facon
satisfaisante, avec pour conséquence une redéposition du zinc sur les rives de rivieres. A
fortes doses, le zinc peut impacter les poissons, les plantes et s’accumuler dans les sols avant
d’atteindre les nappes (Pardo et al., 2003). Le zinc est une sérieuse menace pour la
production végétale dans les terres agricoles. Malgré cela les engrais contenant du zinc sont

toujours utilises. Enfin le zinc peut affecter 'activité biologique du sol, car il a une influence
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négative sur l'activité des micro-organismes et les vers de terre, impactant ainsi la

décomposition de la matiere organique (Bisson et al., 2005).
8.3. Le manganese :

Le manganése est le constituant principal des nodules de manganése et des concrétions d’oxyde

de ferromanganese que I’on trouve dans les Grands Lacs et dans plusieurs lacs de I’Est de I’Ontario.

( Rossmanetal., 1968 ; Harriss et al., 1969 ). Les produits du lessivage des dép6ts de manganése
a la surface du sol comptent pour trés peu dans le manganése qui se trouve dans les cours d’eau et les
océans. De facon générale, le manganése est présent dans les eaux de surface naturelles, soit en

solution, soit en suspension, a des concentrations inférieures a 0,05 mg/L.
8.4. Le nikel :

Le nickel (dissous et sous forme de particules) s’introduit dans le milieu aquatique par
I’intermédiaire d’effluents et de lixiviats ainsi que par dép6t a partir de I’atmosphere apres
avoir été rejeté par des sources anthropiques. Parmi les effluents industriels qui contiennent
une quantité significative de nickel, on compte ceux qui proviennent de I’extraction, de la
fonte et de I’affinage du nickel, du revétement électrolytique des métaux, de I’extraction de
I’or et du traitement du fer et de I’acier. Les eaux d’exhaure acides formées par I’oxydation
naturelle des minéraux de fer sulfurés dans le minerai, les résidus et les amas de roches
stériles représentent une proportion appréciable, mais non évaluée, du nickel présent dans les

effluents de I’industrie de I’extraction du nickel (MacLatchy, 1992).
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.. 1. Matériel biologique :

Le matériel expérimental utilisé dans notre travail c’est :
e une plante aquatique la lentille d’eau (lemna minor)

e L’eau d’oued meboudja
1.1. Lemna minor :

L'espece Lemna minor L. appartient a une famille de plantes aquatiques flottantes
(Lemnaceae). Les plantes de cette la famille représentent non seulement les plus petits
Angiospermes mais aussi les plantes a fleurs qui poussent le plus vite. La production de
grande quantité de la biomasse des lentilles dans les zones impropres a L’agriculture
traditionnelle a conduit a I'idée de développer ces plantes comme une nouvelle culture pour
I'alimentation animale et le fourrage compte tenu de leur teneur élevée en protéines (Anderson
et al., 2011), et pour la production de bioéthanol a base de glucides . Dans le méme temps, les
plantes doivent prendre les nutriments du plan d'eau pour soutenir leur rapide croissance. Par
conséquent, les lentilles d'eau peuvent étre utilisées pour le nettoyage des sources d'eau
eutrophies comme municipal ou eaux résiduaires d'origine animale (Cheng et Stomp, 2009).

Figure 07 : Plante aquatique Lemna minor (Zayed et al 1998)
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1.2. Classification et taxonomie :

Regne planta : Plantes

Sous-regne : Tracheobionta

Division magnoliophyta : angiospermes, phanérogames
Classe liliopsida : Monocotylédones

Sous-classe : Alismatidae

Ordre : Alismatales

Famille : Araceae

Genre : Lemna

Espéce : Minor

1.3. Description de I’espéce :

Cette plante est présente dans les eaux douces relativement dormantes (étangs,
lacs, eaux stagnantes et cours d’eau calmes) et les estuaires des zones tropicales a tempérée
(apha et al. ,1992). C’est une espéce cosmopolite dont la répartition est presque mondiale (
godfrey et wooten, 1979).

1.4. Répartition et écologie de I’espece :

Cosmopolite, Lemna minor est présente presque partout dans le monde (Godfrey et
wooten, 1979). Elle est largement répandue dans toute I’Amérique du nord, sauf
dansl’extréme nord et dans les Bahamas. On la trouve aussi en Europe, en Asie, en Afrique et
en Australie (Britton et brown, 1970). En Amérique du nord, on la trouve de terre-neuve a
I’Alaska et au sud jusqu’en Californie, au Texas et en Floride (Newmaster et al ., 1997). Les
lenticules forment un élément essentiel de I’écosystéme des eaux stagnantes et peu profondes.
Elles font partie intégrante de la chaine alimentaire, fournissent de la nourriture a la sauvagine
et aux oiseaux des marais, tels que les foulques, les canards noirs. Ces plantes fournissent
aussi de la nourriture, un abri, de I’ombrage et un substrat aux poissons et aux invertébrés
aquatique (Jenner et Janssen, 1989 ; Taraldsen et Noberg-King, 1990 ; Apha
et al ., 1992 ; Newmaster et al.,1997). Dans les conditions favorables a la croissance, elles
peuvent se multiplier rapidement et former un tapis dense, constitué de divers genres et

especes (Rimer, 1993), dominé par une seule espece (Wang, 1991).

17



Matériels et méthodes

1.5. Facteurs importants pour la croissance des lentilles d’eau :

La croissance des lentilles d’eau est régie par I’ensemble des facteurs biotiques et
abiotiques de I’environnement ou elles évoluent. Toutefois, la température et I’ensoleillement
semblent y jouer un réle plus important que celui des concentrations des nutriments (Leng et
al., 1995), En conditions optimales, leur biomasse peut doubler en deux jours (porath et al.,
1979) elles peuvent quasi-épuisement des nutriments croitre rapidement et elles sont capables
d’accumuler les métaux avec des facteur de 10 par rapport a la teneur normale dans la plante
(Igbal, 1999) .

1.5.1. Température :

les lentilles d’eau utilisée dans le traitement des eaux usées sont capables de se
reproduire a des températures allant de 5 a 30 °C (Oron et Willers, 1989) avec un optimum
situé entre 23 et 31 °C, dépendamment de I’espéce ( Igbal, 1999 ; Boniardi et al,.1999).
Elles subissent un stress entre 31 et +35 °C (Igbal,1999) et une forte inhibition de la
photosynthése a 45 °C (Filbin et Hough, 1985). Dans les régions ou la température peut
descendre en dessous de zéro pour une partie de I’année, elles coulent au fond du plan d’eau
et demeurent inactives sous une forme appelée turion jusqu’a ce que les conditions

redeviennent plus propices a leur croissance (Igbal, 1999).
1.5.2. Ensoleillement :

La croissance des lentilles d'eau selon deux facteurs importants (l'intensité et la
photopériode de I'ensoleillement) auquel elles sont exposeées. Les rendements de la
photosynthése et de la photo respiration atteignent leurs valeurs maximales au début de
I'aprés-midi et leurs valeurs minimales le soir (36 a 60% de la valeur maximale). Dans
I'hnémisphere nord, la croissance de ces plantes est optimale durant la période allant de mi-juin
au début de septembre, elle s'étale par contre sur toute l'année dans les régions ayant un climat
tropical ou tempéré (Filbin et Hough, 1985).

1.5.3. Présence d’inhibiteurs :

Les eaux usées agricoles et industrielles contiennent des quantités importantes de métaux
liés aux polluants organiques (Cecchi et al. 1984 ; Bonardi 1984 et al .,1999) . Bien que la

présence de métaux en traces soit indispensable dans le processus de croissance des plantes,
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des concentrations élevées peuvent occasionner des phénomenes d'inhibition et de toxicité et
donc limiter l'efficacité du traitement. Les lentilles d'eau peuvent tolérer des concentrations de

meétaux plus ou moins importantes selon le type de métal.

L’utilisation des tests vis-a-vis des lentilles d’eau en éco- toxicologie est trés intéressante
du fait de leur sensibilité a de nombreux polluants, de leur culture relativement facile et des
possibilités qu’elles offrent de tester des effluents colorés, turbides ou encore chargés en MES
(W ang, 1991) .

1.2. L’eau Usées :

Les eaux résiduaires urbaines (ERU), ou eaux usées, sont des eaux chargées de polluants,
solubles ou non, provenant essentiellement de I’activité humaine (Rejsek, 2002).

Une eau usée est généralement un mélange de matieres polluantes répondant a ces catégories,
dispersées ou dissoutes dans I’eau qui a servi aux besoins domestiques ou industriels
(Grosclaude, 1999).

1.2.1 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
contrdlés ont généré une pollution de I’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. Il 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 recoit les effluents domestiques des régions de
Sidi Amar et EI- 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).
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1.2.2. Situation géologique et hydrologie d’Oued Méboudja
Oued Méboudja traverse les plaines de Annaba a I’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). (figure 8)
» Hydrologie d’Oued Meboudja :
Le réseau hydrologique de I'Oued et ses effluents dépend étroitement des paramétres
climatiques.
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Figure 8: Situation géographique d’Oued Meboudja Annaba (Djabri 1991)
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1.2.3. Echantillonnage ou prélevement d’eau :

L’Echantillonnage est réalisé au niveau de 3 zones d’Oued MEBOUDJA. (Amont, Aval,
et le Centre) dont la région la plus pollué par les métaux en raison de sa proximité du
complexe sidérurgique d’EL Hadjar Annaba .

-Amont c’est (ELGANTRA) /(S1)
-Le Centre c’est (El Hadjar) /(S2)
-L’Aval c’est (Pont Bouchet) /(S3)

Site 01

Site 02 :

Site 03 : ' ]

Figure 9: les différents sites de prélevement d’eau.
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1.2.4. Conditions de I’expérimentation :

L’Expérience est subdivisée en deux volets, le premier qui comporte le traitement et la
minéralisation des eaux et de la plante a été réalisé au laboratoire de toxicologie de
I’université de larbi tebessi de Tebessa, et le deux deuxiéme volets qui consiste aux dosage
des différents métaux a été efféctué au laboratoire de I’'université de Bizerte de Tunisie.

Concernant la mise en place du dispositif expérimental, nous avons récolté des lentilles
d’eau lemna minor de la région d’El Taref ( zone non polluée).

Ces derniers ont été placées dans des conditions in vitro aux niveaux des cristallisoirs remplis
d’eaux usées, afin de réaliser les dosages des métaux suivants ( Fe, Zn, Ni, Mn) chez les
plantes et au niveau des eaux usees.

Les trois lots réalisés sont respectivement : renferme chaqu’un 4L d’eau usée d’oued de

chaque site d’étude et la plante.

Tableau 02 : Réparation des milieux expérimentaux

S1 (ALGANTRA) S2 (PONT BOUCHET) S3 (EL HADJAR)

4L d’eau usée d’Oued | 4L  d’eau usée d’Oued | 4L d’eau usée  d’Oued

maboudja+ solution de Knop [ maboudja+ solution de Knop | maboudja+ solution de Knop

(/3 L) + la plante (/3 L) + la plante (2/3L) + la plante

Premiérement Nous avons effectué Trois répétitions (pour la plante) par paraméetres étudiés.
Qui ont été mesuré selon trois dates :
v La premiére date : 0 j de traitement.

v La deuxieme date : Aprés 14 j de traitement.

v La troisieme date : Aprés 21j de traitement
Deuxiément concernant les eaux nous avons effectué trois répétitions pour chaque lot avant

et apres séjour des plantes
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Figure 10 : Répartition des plantes (Lemna minor) dans les Trois aquariums

1.2.5. La période d’adaptation :

Nous avant mettre I’eau usées et la plante dans laboratoire de toxicologie selon une
période d’adaptation de 7 jours (une semaine) avec I’utilisation de milieu nutritif chaque 2
jour.

-Le milieu nutritif que nous avons utilisé c’est la solution de Knop Complet.
1.2.6. La solution de knop :

A été inventé par le chimiste allemand wilhelm Knop (1817-1891). Le liquide de Knop
est utilisé en biologie dans le cadre d'expérience sur la croissance de végétaux en laboratoire
et, plus particulierement, la culture des plantes a chlorophylle. Le liquide de knop est un
engrais mis au point pour obtenir une croissance optimale des plantes de lemna minor en
laboratoire, 1l est composé de divers sels minéraux dissous dans I“cau : nitrate de calcium
(CaNO3), nitrate de potassium (KNO3), sulfate de magnésium (MgSO4), phosphate mono
potassique (KH2PO4), sulfate ferrique (FeSO4). (Bruchhauser, 2010).

Pour préparer 1L de solution de Kop, on ajoute les ingrédients suivants a 1 L d’eau distillée :

Tableau 03 : Compositions chimiques de solution de Knop, dans I’eau distillé utilisé dans la

culture de Lemna minor

Composition chimique Concentration g /L
Nitrate de calcium (CaNO3) 1
Nitrate de potassium (KNO3) 0.25
Sulfate de magnésium (MgS04) 0.25
Phosphate monopotassique ou dihydro-géno- = 0.25
phosphate (KH2PO4)
Sulfate ferrique (FeSO4) 0.001
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1.2.7.Dosage des métaux :
1.2.7.1 .La Minéralisation de I’eau usée :
> Préparation de I’échantillon
L’eau d’Oued MEBOUDJA est chargée en matieres organiques est leur minéralisation de
I’échantillon est une étape importante avant I’analyse. Les échantillons d’eau d’oued prélevé
de chaque site sont traités selon le type de minéralisation A par digestion acide.
La mesure des concentrations en métaux dans chaque échantillon est réalisée par

spectrophotométrie d’absorption atomique

> Préparation de verrerie

Toute la verrerie du laboratoire est lavée au détergeant ensuite rincé par I’eau pur puis
immergée dans I’acide Nitrique 10% pendant 24h suivi d’un rincage a I’eau ultra pure et
sécher a I’aide d’une étuve avant utilisation. (Iso : Suisse, 1994).

> Mode de prétraitement et préparation des solutions d’échantillons

A coté de la simple dilution, la minéralisation s’impose dans la majorité des cas pour les
eaux résiduaires fortement polluées. Cette étape de digestion essentielle limite les
interférences liées aux matieres organiques. Elle peut étre réalisée par voie seche ou par voie
humide. Cette derniere, en utilisant un milieu acide, permet de limiter les pertes de certains
métaux par volatilisation. On retrouve classiquement dans la littérature, la digestion par des
acides seuls ou en mélange (HNO3, H2SO4, HCI) en présence ou non d’un agent oxydant
comme I’eau oxygénée. La minéralisation assistée par micro-ondes est actuellement
largement décrite en utilisant des réacteurs fermés en téflon. Une méthode alternative utilisant
une solution alcaline d’hydroxyde de tétra méthyle ammonium est également décrite.
Il est primordial d’étre particulierement vigilant a la préparation des échantillons pour
I’analyse de métaux en tenant compte de la matrice utilisée, de la méthode d’analyse choisie
et du type de métal a doser. (Iso : Suisse, 1994).

1.2.7.2. La minéralisation de la plante :
> préparation de I’échantillon

Cette méthode consiste a minéraliser I’échantillon par voie humide (four a micro-onde) a
I’aide d’acide Nitrique concentré et de Peroxyde d’Hydrogéne. Ensuite Les échantillons sont
analysés par spectrophotométrie d’absorption atomique de flamme
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Figure 11 : Quelques Bouteilles d’échantillons apres I’étape de la minéralisation

1.2.8. Dosage des métaux lourds par la Spectroscopie d’absorption Atomique :
1.2.8.1. Principe

Le principe consiste a aspirer I'échantillon sous forme liquide dans une flamme a une
température de l'ordre de 1 700 a 2 550 °C, de sorte qu’il se forme une vapeur atomique
(atomes neutres, libres et a l'état fondamental). On irradie cette vapeur avec une lampe
spectrale a cathode creuse. Ces lampes émettent des raies de transition des atomes recherchés.
Seuls les atomes recherchés absorbent la radiation excitatrice. Ce qui nous permet de lier
I'absorption lumineuse a la concentration des atomes étudiées. Cependant il y a toujours une
absorption non spécifique si minime soit-elle. Cette derniére est significativement diminuée
par I'emploi d'une lampe au Deutérium (correcteur de bruit de fond). En plus de la simple
dilution ou de la minéralisation par voie humide souvent décrite, on préconise I’utilisation
d’une solution de modificateur d e matrice qui permet de transformer I’élément a doser en ses
formes les plus stable thermiquement : composés oxydes, formes réduites ou phosphates, ... .
La formation des atomes neutres est réalisée par la vaporisation et I'atomisation dans une
flamme air-acétyléne.

L’analyse des métaux lourds dans I’eau d’Oued MEBOUDJA ainsi que dans les poulpes a
été réalisé dans les mémes conditions spectrales et pour les mémes courbes d’étalonnages afin

de mieux interpréter les résultats obtenus.
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2-Méthodes d’analyses des paramétres physicochimiques des eaux :

Pour les différentes analyses physicochimiques, nous avons prélevé des échantillons d’eau
Usée des différents bacs plantés de lemna minor (aprés épuration), ainsi que les eaux usées
brutes D’Oued Meboudja.

Les analyses ont été effectuées aprées une période de 21 jours pour I’eau apres plantations au
niveau du laboratoire d’analyse (Station de surveillance environnemental) Skanska.

Figure 12 : les trois lots des eaux usées épuré par la plante lemna minore durant 21j.

Tableau 4 : Méthodes d’analyse des paramétres physicochimiques des eaux usées.

Paramétres Méthode d'analyse

T Lecture directe (thermomeétre)

(pH) Rodier 1996

O, dissous Sonde multiparamétres

Taux O, Sonde multiparamétres

Mes Rodier 1996

DBOs Rodier 1996

NH,4 Rodier 1996

Nitrite Meéthode par spectrométrie d’absorption moléculaire
1 1SO 7890 — 1 — 1984.
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3. Les tests statistiques utilisés dans notre expérimentation :

e Lesrésultats obtenus ont fait I’objet d’une analyse statistique grace au logiciel Minitab
16. Les données sont représentées par la moyenne plus ou moins I’écart type (m £SD).
Les résultats sont confirmés par I’analyse de la variance ANOVA a deux critéres de
classification, avec le teste de comparaison Tukey.

e P> 0,05 non significatif

e p<0.05 significatif (*)

e 0,01 <P<0,01 hautement significatif (**)

e P <0,001 trés hautement significatif (***)
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1. Résultats

Dans cette partie nous avons représenté les principaux résultats obtenus concernant les
essais réalisés au laboratoire, afin de réaliser les dosages des métaux suivants (Fe, Zn, Ni,
Mn) chez les plantes et au niveau des eaux usees, avant et aprés épuration

1.1. Variation de la quantité des métaux dans I’eau
1.1.1. Variation de la quantité de Fer (Fe) dans I’eau avant et aprés épuration

La figure (13) illustre le taux de Fe dans les eaux usées dans la région d’Oued Meboudja
(prélevées dans les 3 sites), (S1) EL Gantra, (S2) EI Hadjar, (S3) Pont Bouchet avant et aprés

séjour de la plante lemna minor

Nous observons une présence trés importante de Fer dans le site 2 avant I’épuration. (Par
rapport aux sites 1 et 3), il est de I’ordre de 12,756mg/l dans I’eau

Nous notons aussi une diminution trés remarquable du taux de Fer aprés épuration. Dans

les 3 sites de prélevements (surtouts dans le site 2, il est de I’ordre de 0,606 mg/l dans I’eau.

L’analyse de la variance montre qu’il y a une diminution trés hautement significative

(p<0.001) du taux en Fer dans tous les sites de prélévement apres séjour de la plante.

Le test de Tukey révele des différences tres hautement significatives (p<0.001) entre les
sites (1, 2 et 3).
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Figure 13 : Variation de la quantité de Fe en (mg/I) dans I’eau usée (d’Oued Meboudja) avant
et apres épuration (EP) dans les trois sites étudiés S1 (EI Gantra), S2 (El Hadjar) et S3 (Pont
Bouchet) (*** trés hautement significatif)
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1.1.2. Variation de la quantité de Zinc (Zn) dans I’eau avant et aprées épuration :

La figure (14) illustre le taux de Zn dans les eaux usées dans la région d’Oued Meboudja
(prélevées dans les 3 sites), (S1) EL Gantra, (S2) EI Hadjar, (S3) Pont Bouchet avant et apres

séjour de la plante lemna minor.

Nous remarquons une présence tres importante de Zn dans le site 2 avant I’épuration (Par
rapport aux sites 1 et 3) il est de I’ordre de 0.531 mg/l dans I’eau.

Nous notons aussi une diminution trés remarquable du taux de Zn aprés épuration dans les

3 sites de prélevement (surtouts dans le site 2, il est de I’ordre de 0.113 mg/I dans I’eau.

L’analyse de la variance montre qu’il y a une augmentation ou diminution tres hautement
significative (p<0.001) du taux en Zinc dans tous les sites de prélévements apres séjour de la

plante.

Le test de Tukey révele des différences trés hautement significatives (p<0.001) entre les
sites (1, 2 et 3).
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Figure 14 : Variation de la quantité de Zn en (mg/l) dans I’eau usée (d’Oued Meboudja) avant
et aprés épuration(EP) dans les trois sites étudiés S1 (EI Gantra), S2 (EI Hadjar) et S3 (Pont
Bouchet) (*** trés hautement significatif)
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1.1.3 .Variation de la quantité de Nikel (Ni) dans I’eau avant et apres épuration :

Le taux de Ni dans les eaux usées dans la région d’Oued Meboudja (prélevées dans les 3
sites), (S1) EL Gantra, (S2) EI Hadjar, (S3) Pont Bouchet avant et aprés séjour de la plante
lemna minor

Nous observons une présence tres importante de Ni dans le site 3 avant I’épuration. (Par
rapport aux sites 1 et 2) et il est de I’ordre de 0.512 mg/l dans I’eau .

Nous notons aussi une légére diminution du taux de Ni apres épuration dans les 3 sites de
prélevements (surtouts dans le site 3,il est de I’ordre de 0.381 mg/l dans I’eau.

L’analyse de la variance montre qu’il y a une différence non significative (p>0.05) dans
tous les sites de prélévements avant et apres séjour de la plante.

Le test de Tukey révele des différences non significatives (p>0.05) entre les sites (1, 2 et 3).
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Figure 15 : Variation de la quantité de Nien (mg/l) dans I’eau usée (d’Oued Meboudja)
avant et apres épuration (EP) dans les trois sites étudiés S1 (El Gantra), S2 (El Hadjar) et S3
(Pont Bouchet)
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1.1.4. Variation de la quantit¢é de Manganése (Mn) dans I’eau avant et apres

épuration :

La figure (16) illustre le taux de Mn dans les eaux usées dans la région d’Oued Meboudja
(prélevées dans les 3 sites), (S1) EL Gantra, (S2) El Hadjar, (S3) Pont Bouchet avant et apres

séjour de la plante lemna minor

Nous observons une présence trés importante de Mn dans le site 2 avant le traitement.
(Par rapport aux sites 1 et 3) il est de I’ordre de 1.003 mg/l dans I’eau

Nous notons aussi une diminution tres remarquable du taux de Mn aprés épuration dans

les 3 sites de prélevements (surtouts dans le site 2, il est de I’ordre de 0.187 mg/l dans I’eau.

L’analyse de la variance montre qu’il y a une différence trés hautement significative
(p<0.001) dans tous les sites de prélevement avant et aprés séjour de la plante.

Le test de Tukey révele des différences tres hautement significatives (p<0.001) entre les
sites (1, 2 et 3).
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Figure 16: Variation de la quantité de Mn en (mg/l) dans I’eau usée (d’Oued Meboudja)
avant et apres épuration (EP) dans les trois sites étudié S1 (El Gantra), S2 (El Hadjar) et S3

(Pont Bouchet) ( *** trés hautement significatif)
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1.1.5. Variation de la quantité globale des métaux (Fe, Zn, Ni, Mn) dans I’eau usées :

Nous observons dans la figure (17) que la quantité de Fer est plus importante aux niveaux
des 3 sites d’Oued Maboudja par rapports aux autres métaux (Zn, Ni, Mn), cette derniere est
plus importante dans le site 2.

Nous remarquons aussi que les quantités des métaux (Fe, Zn, Ni, Mn) tendent a diminuer
apres épuration dans les 3 sites S1 (Al Gantra), S2 (El Hadjar) et S3 (Pont Bouchet)

14

mSite 1
m Site 2
Site 3

Les quantités des métaux dans I'eau en Mg/L

Le Temps (Avant et Aprés EP)

Figure 17 : La quantité globale des métaux dans I’eau Avant et Aprés épuration
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2. Variation de la quantité des métaux chez la plante
2.1.1. Variation de la quantité de Fer(Fe) chez la plante :

Nous observons dans la figure (18) une présence trés importante de Fer dans le site 2
(Par rapport aux sites 1 et 3) aprés 14 et 21 jours de séjour des végétaux il est de I’ordre de

0.835 et 0.405mg/l chez la plante Lemna minor.

Nous notons aussi une augmentation trés remarquable du taux de Fer aprés 14 et 21 jours
dans les 3 sites de prélevements (surtouts dans le site 2), il est de I’ordre de 11.87et 12,53

pour le jour 14 et 21 chez la plante.

L’analyse de la variance montre qu’il y a une différence tres hautement significative
(p<0.001) dans tous les sites de prélevement en fonction de temps (0j, 14j, 21j) durant le

passage de la plante dans I’eau usées d’Oued Maboudja.

Le test de Tukey révele des différences tres hautement significatives (p<0.001) entre les

périodes (14 et 21 jours) par rapport aux O jours.
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Figure 18 : Variation de la quantité de Fe en (mg/l) chez la plante lemna minor durant le
passage dans I’eau usée (d’Oued Meboudja) des trois Sites étudies S1 (El Gantera), S2(El
Hajar) et S3(Pont Bouchet) en fonction du temps (0j, 14j, 21j).

(*** trés hautement significatif)
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2.2.2. Variation de la quantité de Zinc (Zn) chez la plante :

Nous observons dans la figure (19 ) une présence trés importante du taux de Zn dans le
site 2 (Par rapport aux sites 1 et 3) aprés 14 et 21 jours il est de I’ordre de 0.835 et 0.405mg/|

chez la plante Lemna minor.

L’analyse de la variance montre qu’il y a une différence trés hautement significative
(p<0.001) dans tous les sites de prélevement en fonction de temps (0j, 14j, 21j) pendant le
passage de la plante dans I’eau usées pollué d’Oued Maboudja.

Le test de Tukey révele des différences tres hautement significatives (p<0.001) entre les
périodes (14 et 21 jours) par rapport aux O jours.
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0,3
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0.2 mSite 1

m Site2
mSite 3
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0,15

01
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0jour 14 jours 21 jours

Temps par (jours)

Figure 19: Variation de la quantité de Zn en (mg/l) chez la plante lemna minor durant le
passage dans I’eau usée (d’Oued Meboudja) des trois Sites étudiés S1 (El Gantera), S2 (El
Hajar) et S3 (Pont Bouchet) en fonction du temps (0j, 14j, 21j).

(*** trés hautement significatif)
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2.2.3. Variation de la quantité de Nikel (Ni) chez la plante :

Nous observons dans la figure (20) une présence trés importante du taux de Ni dans le
site 2 (Par rapport aux sites 1 et 3) apres (14jour) non remarquons qu’il y’a une augmentation

trés importante il est de I’ordre de 1.258 mg/l chez la plante Lemna minor.

L’analyse de la variance montre qu’il y a une différence tres hautement significative
(p<0.001) dans tous les sites de prélevement en fonction de temps (0j, 14j, 21j) pendant le

passage de la plante dans I’eau usées d’Oued Maboudja.

Le test de Tukey révele des différences tres hautement significatives (p<0.001) entre les
périodes (14 et 21 jours) par rapport aux 0 jours.

1,4
*k*

m Site 1
m Site 2
m Site 3

Les Sites

14 joures 21 joures

Temps par (jours)

0jour

Figure 20 : Variation de la quantité de Ni en (mg/l) chez la plante lemna minor durant le
passage dans I’eau usée (d’Oued Meboudja) des trois Sites étudiés S1 (El Gantera), S2 (El

Hajar) et S3(Pont Bouchet) en fonction du temps (0j, 14j, 21))

(*** trés hautement significatif)
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2.2.4. Variation de la quantité de Manganése (Mn) chez la plante :

Nous observons dans la figure (21) une présence trés importante du taux de Mn dans le site
2 (Par rapport aux sites 1 et 3) apres 21jours il est de I’ordre de 0.835 mg/I chez la plante
Lemna minor.

L’analyse de la variance montre qu’il y a une différence trés hautement significative
(p<0.001) dans tous les sites de prélevement en fonction de temps (0j, 14j, 21j) pendant le

passage de la plante dans I’eau usées d’Oued Maboudja.

Le test de Tukey révele des différences trés hautement significatives (p<0.001) entre les
périodes (14 et 21 jours) par rapport aux 0 jours.

**k*

mSite 1
m Site 2
m Site 3

Les Sites

0jours 14 jours 21 jours

Temps par (jours)

Figure 21: Variation de la quantité de Mn par (mg/l) chez la plante lemna minor durant le
passage dans I’eau usée (d’Oued Meboudja) des trois Sites étudiés S1 (El Gantra), S2 (EI
Hajar) et S3 (Pont Bouchet) en fonction du temps (0j, 14j, 21j)

(*** trés hautement significatif)
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3. Les Résultats des Analyses Physicochimiques d’eau useée Avant et Apres
épuration (EP) :

Tableau 05 : variations des valeurs des différents paramétres d’ Analyses d’eaux Avant et
Apreés épuration

Les Sites Avant et Aprés épuration
Parametres Unite S1 Avant | S1 Apres | S2 Avant | S2 Aprés | S3 Avant | S3 Apres
EP EP EP EP EP EP
T ce 18 21 18 21,5 22 22
PH / 6 8 6 7 1,7 1,7
02 dissous mg/I 7 8 8,5 8,5 5 5
Taux 02 mg/I 60 90 60 70 56 56
Mes mg/I 200 200 150 150 100 100
DBO5 mg/I 18 20 17 20 15 22
NH4 mg/I 0,2 0,9 0,2 0,9 0,5 1,26
Nitrite mg/I 2 0,3 3 1,2 3 3

BT m(pH) m0O2dissous mTaux O2 mMes mDBO5 mNH4 m Nitrite

Les Annalyses d'eau Avant EP
1%

0%

6%

6% 2% 20y,

BT @ (pH) m0O2 dissous B Taux O2 @ Mes mDBO5 1 NH4 m Nitrite

Les Annalyse d'eau Aprés EP

9
6% 00/((% 6% 2% 2%

\

Figure 22 : Les (%) globaux des différents parametres d’Analyses d’eaux Avant et Apres EP
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2 .Discussion :
2.1. Variation de la quantité des métaux dans I’eau et chez la plante :

La wilaya d’Annaba est la capitale industrielle de I’est Algérien. Les Complexes
industriels les plus importants (AECELOR MITTAL et ASMIDAL), se localise au niveau de
la commune de Annaba ou dans les communes les plus proches, le tissu industriel constitue
une importante source de pollution. La région de Meboudja 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 contrélés ont généré une pollution de I’eau des Oueds.
Nous avons simules un systéme d’épuration type marais filtrant dans des conditions in vitro et
cela en utilisant trois cristallisoirs. On place dans le premier I’eau usée de site1(ALGANTRA)
et dans le deuxieme I’eau usée de site 2 (ALHAJAR) et dans les troisiemes I’eau usée de
site3 (Pont Bouchet) Dans chaque cristallisoir. Nous immergeons une quantité équivalente de
lentille d’eau ce qui dure trois semaines pour faire I’épuration des eaux usées d’Oued
Maboudja et la diminution de pollution métallique des quatre métaux (Fe, Zn, Ni, Mn).

Nos résultats révelent des taux élevés du fer dans les trois sites d’oued Meboudja ou nous
avons notez des concentrations plus remarquable dans le site 2 qui se trouve a proximité du

complexe sidérurgique d’El Hadjar, wilaya d’ Annaba.

Apres séjour de la plante nous avons notez des diminutions trés hautement significative du
taux de fer dans les trois sites, contrairement au niveau des plantes Lemna minor ,nous avons
notez une augmentation trés hautement significative dans les trois sites, surtout dans le site 2
par rapport aux sitesl et 3 en fonction du temps, et nous avons notez aussi que cette
augmentation est tres remarquable dans le 3 sites surtouts dans le site 2. Cette diminution au
niveau des eaux et augmentation au niveau de la plante peut étres explique par I’absorption de
ce métal par la plante Lemna minor ou elle I’utilise comme un oligoélément pour sa nutrition,
selon (Marchner ,1986 ;Richter 1993,Hopkins,2003,Raven et al 2007) qui confirmé que la
plante utilise le fer (Fe) comme un macroélément nécessaire a la synthése de la chlorophylle
composant des cytochromes et de la nitrogénase. nos résultats sont on concorde avec les
travaux de (Klech, M, 2013) et aussi ((Rashidi et al. 2015) qui trouve que la plante
aquatique (Salvinia natans) est capable. D’accumuler la plus forte concentration de Fe, et
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avec celles de (Kamal et al.,) qui ont confirmé que I’utilisation de trois plantes aquatiques été
capable d’éliminer la totalité du fer des eaux usées.

En ce qui concerne le zinc, nos résultats révélent des diminution treés hautement
significatives dans les trois sites au niveau des eaux usees, apres séjour de la plante, ainsi
qu’une augmentation trés hautement significative chez la plante Lemna minor en fonction du
temps ,cette diminution au niveau des eaux et augmentations chez la plante peut étre expliqué
par I’absorption de ce métal par la plante Lemna minor ou elle I’utilise comme un micro
élément pour sa nutrition, selon Marchner ,1986 ;Richter 1993,Hopkins,2003,Raven et al
2007) qui confirmé que la plante utilise le Zinc (Zn) comme un micro élément c’est
I’activateur de le composant de certains enzymes intervenant dans les réaction
d’oxydoréduction,

Nos résultats sont on accorde avec celles (Jain et al., 2007)qui a confirmé que la
plante utilise Zinc (Zn) comme un micro élément c’est I’activateur de composant de certains
enzymes intervenant dans les réactions d’oxydoréduction.

En ce qui concerne le nikel (Ni) Aprés séjour de la plante nous avons notez des
différences non significatives du taux de Ni(par rapport de I’autre métaux) dans les trois sites,
cette diminution peut étre expliqué par I’absorption de ce métal par la plante Lemna minor
dans I’eau et augmentation peut étre explique par I’absorption et I’accumulation de ce métal
par la plante Lemna minor ou elle I'utilise comme un oligoélément pour sa nutrition nos
résultats sont on concorde avec celles de (Jain et al,1990) a confirmé cette résultats par
I’utilisation de lentille d’eau ( Lemna minor ) pour éliminé le Zinc des I’eau poluéés.et
d’accorde aussi avec (Samecka ,Kempere,1996) qui utilisé (Scapania undulata) pour

éliminer le Zinc des eaux usées

Selon (Marchner ,1986 ; Richter 1993, Hopkins, 2003, Raven et al 2007) qui a
trouve que le Nikel forme la partie essentielle d’une enzyme fonctionnant dans le
meétabolisme de la plante. Nos résultats en concorde avec celles de (Kabata, 1999 ; Czupry,
1999).Et (Irfan et Alatawi, 2017).

Le Mn:

Apres séjour de la plante nous avons notez des diminutions trés hautement significative du
taux de Mn dans les trois sites, cette diminution peut étre explique par I’absorption de ce
metal par la plante Lemna minor ou elle I’utilise comme un oligoélément pour sa nutrition nos

résultats sont on concorde avec Celles les travaux de (KHATTABI et al. 2002) Qui trouve
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aussi une chute de manganese (Mn) aprés I’utilisation d’un lagunage naturelle. Nous avons
notez une présence trés important dans le taux de Mn dans les trois sites, et surtout dans le site
2 par rapport aux sites 1 et 3.ainsi que une augmentation trés remarquable du taux de Mn et
noté dans les 3 sites surtouts dans le site2. Cette augmentation peut étre expliquée par
I’absorption et I’accumulation de ce métal par la plante Lemna minor ou elle I’utilise comme
un oligoélément pour sa nutrition. Selon (Marchner ,1986 ; Richter 1993, Hopkins, 2003,
Raven et al 2007) qui remarque que le manganése est I’activateur de certains enzymes
nécessaire a I’intégrité de la membrane chloroplastique et de la libération d’oxygene dans la
photosynthése. Notre résultat en concorde avec (Rachidi et al, 2015) qui confirme que la
concentration de Mn dans les plantes peut étre le résultat de I’afflux d’eau usées industrielles
provenant de la fonderie ainsi que des apports d’autres rivieres.

2.2. Les parametres physico-chimiques :

Nous avons enregistré des résultats remarquables pour les différents parametres
physico-chimiques des eaux usées d’Oued maboudja de la région de Annaba avant et apres
épuration par I’utilisation de notre modéle végétal (Lemna minor) durant une période de 21

jours on trouve que :

e La Température et Le PH : a refaire ne change pas reste (stable) aprés plantation qui
signifie I’activité des Bactérie nitrifiants qui a un r6le important avec la plante dans le
meécanisme de la phyto-épuration des eaux et la diminution des polluants. Ceci qui ne
concorde pas avec les travaux de (Bedouh.Y et al) et aussi a les travaux de (Derradji
Manel 2015), qui montrent dans le filtre sans roseaux, le PH est l1égérement plus éleve
que celui de filtre planté des roseaux ; Plusieurs facteurs peuvent expliquer cette
baisse de pH. D’abord, I’accumulation des ions H+ suite a I’activité des bactéries
nitrifiantes, ou a la production d’ions H+ par la plante pour compenser le prélevement
de certains cations (nutrition minérale)(Bowes G et al 1987) La température a la sortie
des deux systemes (planté et non planté) présente une Légere diminution par rapport a
celle des eaux usées brutes. Le suivi du pH peut renseigner sur le déroulement de
I’épuration D’aprés (Franck 2002). Pour le processus d’épuration aérobie, la
biomasse a besoin d’un pH proche de la neutralité pour réaliser son activité épuratrice.
La Température agit également comme facteur physiologique sur le métabolisme et la

croissance de la plupart des organismes vivant dans I’eau, notamment ceux
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microscopiques et est, de ce fait, directement liée a la vitesse de dégradation de la
matiere organique.

Nos résultat sont concorde pas aussi avec les résultats obtenus antérieurement par
(Kleche 2013) et ils sont inferieures a ceux obtenus par (Benameur, 2010) .La
différence entre nos résultats et I’autre travail signifie par plusieurs facteurs comme :
la méthode d’analyse utilisé, le période de traitement, la qualité d’eaux étudié, le
modele végétal utilisé...etc.

Concernant I’Oxygéne dissous et le Taux d’Oxygéne : Aprés I’épuration par notre
modele végétale (Lemna minor) I’Oxygene dissous et taux d’Oxygéne reste stable
(2%) pour I’Oxygéne dissous mais pour le taux d’Oxygéne il’ya une augmentation
remarquable jusqu’a 26% et notamment dans les bacs des eaux aprés plantation. On
peut expliquer cette augmentation par la forte activité métabolique des Lemna minor
puisque cet Oxygene est résultant de leur métabolisme, donc les plantes apportent
I’Oxygene nécessaire aux réactions de dégradation aérobie de la matiere organique.
Ces résultats concordent avec ceux obtenus par (Kurniadie et al 2011) et (Derradji
Manel 2015).

En ce qui concerne I’évolution des matiéres en suspensions (Mes) nos résultats
montrent une diminution trés remarquable de ce paramétre dans les eaux apres 21
jours de I’épuration par Lemna minor, I’élimination de la matiére organique dans les
bassins @ macrophites flottants est basée sur une réaction symbiotique (plantes-
bactéries), dans laquelle les bactéries utilisent I’Oxygene fourni au milieu par les
plantes pendant la photosynthése pour dégrader le carbone organique. En retour, les
sous produit de cette réaction tels que NH4 et le CO, sont utilisés par la plante
(polprasert, C et al 1998).Ceci concorde avec les résultats des (Boudouh . Y et al
2013) et aussi avec (Derradji Manel 2015).

Dans notre résultat le contrdle de la DBOs des eaux usées pendant
I’expérimentation a montre des valeurs stable de 6% aprés I’épuration. Cependant,
cette valeur reste 6% apres le séjour des Lemna minore dans I’eau polluée. Ceci
concorde avec les résultats de (Sankar .U .2000) et (Kadlec R.H et al 1996) qui
montrent que les macrophytes possedent 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. Et ne concorde pas aussi avec (Bedouh
.Y.etal 2013).
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Concernant les taux de NH; (Ammonuim) et nitrites, nos résultats révelent qu’apres
séjours des plantes Lemna minor dans les eaux usées les valeurs ont diminue d’une
facon treés Significative, pour les deux surtout pour le nitrite; Ceci est di
probablement & un phénomene de nitrification bactérienne comme le stipule (Sun et al
1998). Selon (Brix M et al 1989), certaines plantes consomment une quantité
importante de composés azotés et du phosphore lors de leur croissance. Elles peuvent
emmagasiner celui-ci dans les racines et rhizomes, les tiges et les feuilles. Une forte
proportion d’azote et de phosphore est emmagasinée par les plantes émergentes dans
leurs racines lors de la fanaison .Ainsi Garcia et al,(2005) ont montré que les
macrophytes absorbent principalement de I’azote inorganique sou forme de nitrates
(NO3) et d’ammonium (NH;) ces nutriment sont utilisées par la plante pour la
croissance de ses tissus, ils peuvent étre emmagasinés dans les racines et rhizomes, les
tiges et les feuille (Kncuk et al 2003), ce qui explique leur diminution dans les filtres
plantes. Ceci concorde avec les résultats des (Boudouh. Y et al 2013) et ((Derradji
Manel 2015).
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Conclusion Générale et Perspectives :

La pollution des milieux aquatiques est un probleme majeur pour la population humaine,
utilisatrice des ressources en eau, ainsi que pour les populations végétales et animales pour les

quelles I’eau représente le milieu de vie.

La composition chimiques des eaux et des sédiments peut directement influer sur la nature
la diversité et les répartitions des végétaux aquatiques en particulier les plantes épuratrices
puisque ceux-ci peuvent le plus souvent se nourrir dans ces deux compartiments abiotiques
de I’écosysteme cette influence peut étres négative sur le développement végétal dans le cas
de pollutions organiques ou chimiques importantes

La lentille d’eau Lemna minor, se distingue par son role de filtration et dépuration
hydrique, sa capacité dépuration lui permet de filtrer les eaux usées, par son systéme racinaire
important, qui possede une grande faculté d’absorber les xénobiotiques.

L’épuration des eaux usées par les plantes (La Phytoépuration) est une procédé de
traitement écologique, propre non polluant qui repose sur des écosystemes dans les quels les
végétaux prennent une place importante, cette technologie au développement récent apparue
en France dans I’année 80.

Dans notre cas en utilise cette Technologie sur I’eau usée d’Oued Maboudja a fais on 3
L’échantillonnages de trois stations de I’amont, I’aval et le centre qui sont respectivement
(ELGANTRA, ELHAJAR, PONT BOUCHET) de la ville d’Annaba on utilisons un modéle

végétal (Lemna minor).

Notre theme consiste a réaliser les parametres suivants dans le laboratoire de toxicologie de
la Biologie de Tébessa :

+ Le Dosage de déférents métaux (Fe, Zn, Ni, Mn) dans I’eau d’Oued de trois sites
d’échantillonnages (S1, S2, S3) avant et aprés Traitement pour (I’eau) et en
fonction de temps de (0j(Témoins), 14j, 21j) pour ( la plante).

+ les Analyses Physicochimiques de :

v' L’eau brute de 3 sites étudiés avant Traitement dans laboratoire de  (I’ADE)
Skanska ; des parametres physicochimiques suivantes : T, PH, O, dissous, Taux
d’0,, DBO5, NH4, Nitrite.
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v' L’eau apres traitement par la plante Lemna minor (apres plantation) d’une
période de 21 jours, de mémes parameétres (T, PH, O2 dissous, Taux d’ O2,
DBO, NH4, Nitrite).

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 I’industrie.

Nos résultats ont révélé un fort pouvoir épurateur de Lemna minor qui s’est traduit
par :

v Une diminution de la plupart des paramétres physicochimiques des eaux usées.
En effet les matiéres en suspension(Mes), DBO5, NH4, Nitrite ont été enlevées
avec une efficacité remarquable.

v" L’un des aspects les plus marquants de notre travail, concerne I’abattement
(diminution trés hautement significative) des métaux : En effet, nous avons mis
en évidence une forte capacité d’absorption racinaire particulierement du Fe et
Zn et Mn et aussi Ni, donc on a confirmé que la plante lemna minor a un fort

pouvoir épurateur.

«» Perspectives :
> Il serait souhaitable de faire d’autres études beaucoup plus approfondies en
multipliant le nombre d’espéces végétales comme I’utilisation d’autre plante
aquatique avec (Lemna minor) pour renforcé d’ épuration des eaux usees .
> Faire aussi des essais combinés d’épuration chimique et biologique pour

améliorer I’abattement des polluants.
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Les Annexes :

+ Les normes des eaux usées rejetées selon 'OMS (1971).

Mauvaise ou frés

Parametres tres bonne  Qualite acceptable  Qualite mediocre

mauvaise
qualite

0, dissous mg/l

0, dissous %
DBOsmg /1
DCOmg/l1
NOymg/l
NH, mg/1
NO; mg/1
NTK mg/1
PO3-4mg/1
MESmg/1

Phosphore total mg /1 =0. =0. 1
Conductivité <2 - 2000 -
Ph =65et=85 - <6.50u=85 -

Par rapport Les normes des eaux usées rejetées mentionné dans le tableau par I’'OMS

(1971) ( Les Annexes)en a trouvé que :
*QO, dissous : apres TR=2% >1 qui signifie une qualité médiocre d’eau aprés plantation
*Mes : aprés TR=58% <70 qui signifie une bonne qualité d’eau aprés plantation.
*DBOs : apres TR=6% < 10 qui signifie qualité acceptable d’eau aprés plantation.
*NH, - aprés TR=0% < 0.5 qui signifie une bonne qualité d’eau apres plantation.

*Nitrite : apres TR=0% <0.3 qui signifie une bonne qualité d’eau aprés plantation.



Annexes

Donc selon notre résultat nous avant observés le réle important de la phytoépuration des
eaux usées de Oued Maboudja dans les trois sites étudiés (S1, S2, S3) par la plante ( lemna
minor ) qui faire I’épuration des eaux usées et diminuée la pollution et transformais la qualité

d’eau mauvaise a une qualité acceptable ou médiocre ou bonne.

La méthode de préparation que nous avons utilisée pour le dosage des métaux lourds ciblé
dans I’eau d’Oued MEBOUDJA est :

> Méthode

Acidifier I’échantillon dés que possible apres I‘échantillonnage en ajoutant 1 ml d’acide
Nitrique (65%) par litre d’échantillon. Si nécessaire, rajouter de I’acide pour assurer un pH
inférieur a 2. Homogénéiser I’échantillon, par exemple, en le secouant énergiquement.
Introduire 100 ml de I’échantillon homogénéisé dans un bécher de 250 ml. Ajouter 1 ml
d’acide Nitrique (65%) et 1 ml de peroxyde d’hydrogene (32%). Chauffer le bécher sur une
plaque chauffante afin de concentrer le mélange, jusqu’a environ 0,5 ml. 11 est essentiel que
I’échantillon ne soit pas réduit a sec. En cas d’importante contamination organique de
I’échantillon d’eau, du peroxyde d’hydrogene est ajouté avec précaution. Le résidu est dissout
dans 1 ml d’acide Nitrique (65%) et un peu d’eau ultra pure. L’ensemble est Transféré dans
une fiole jaugée de 100 ml puis complété au volume avec de I’eau ultra pure. (Iso : Suisse,
1994).

> Minéralisation de I’échantillon :
La minéralisation a été effectuée a partir d'un four a micro-onde modifié d’une

Puissance de 1000 W.apré le séchage de I’échantillon de notre plante lemna minor dans
I’étuve a 53C° pendant 12 heure , On met I’échantillon dans un bécher puis on rajoute 10 ml
D’acide Nitrique supra pur a 65 %, On laisse reposer sur la plaque chauffante jusqu'a séchage
de I'échantillon Puis on met 2ml d’Acide Nitrique par la micropipette ensuite on compléte
avec de I’eau ultra pure (I’eau distillé) jusqu'a 50ml, et a la fin on met la solution dans des
Bouteilles avec des Etiquétes et les mettre tous les bouteilles dans le réfrigérateur jusqu'a le
temps de dosage.



