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Pollution Urban, industrial and agricultural pollution are the causes o f water pollution, 
by the release o f many organic and inorganic pollutants. This pollution can affect the health of 
humans either by direct ingestion o f contaminated vegetables and animals or through 
consumption o f water.

Many macrophytes are distinguished by their role as water filtration and purification, the 
specific épuratif effect to these aquatic plants, depends on their resistance to the active 
ingredients causing any side effects on their metabolism. The treatment o f Lemna minor 
capacity, enabling it to filter wastewater, due to the large absorption capacity o f the root 
system.

This study was conducted to prove the effectiveness o f Lemna minor in the purification 
and treatment o f waste water by floating macrophytes, and secondly, to test the toxicity of 
existing polluting effects in waste water o f Oued Mellague on vital functions (oxidative 
stress), and on the growth o f the plant.

W hen the biochemical and physiological analysis, they highlight the purifying effects of 
this plant, with an increase o f certain enzymes such as peroxidase guaiacol, accompanied by a 
stimulation o f growth, evidenced by the increase in average lengths o f root, diameter o f the 
leaves, numbers o f leaves and roots. It is the same for other factors as taken into account that 
the rate o f chlorophyll (a, b and a + b) and protein.

K eyw ords: Pollution Hydrique, phytopurification, oxidative stress, enzyme activity, Lemna 
minor.



Résumé

Les pollutions urbaine, industrielle et agricole sont les causes de la pollution aquatique, 
par le rejet de nombreux polluants organiques et inorganiques. Cette pollution peut avoir des 
conséquences sur la santé de l ’homme soit par l ’ingestion directe des végétaux et animaux 
contaminés soit par consommation de l ’eau.

De nombreux macrophytes sont distingués par leur rôle de filtration et d ’épuration 
hydrique. L'effet épuratif spécifique à ces plantes aquatiques, dépend de leur résistance vis-à- 
vis des ingrédients actifs provoquant d’éventuels effets secondaires, sur leur métabolisme.
Les capacités d’épuration de Lemna minor, lui permettent de filtrer les eaux usées, grâce au 
grand pouvoir absorbant de leur système racinaire.

Cette étude a été menée afin de prouver l ’efficacité de lemna minor dans l ’épuration et 
le traitement des eaux usées par macrophytes flottants, et d ’autre part, de tester l ’effet de 
toxicité des polluants existants dans les eaux usées d’Oued Mellague sur les fonctions vitales 
(stress oxydatif), et sur la croissance de cette plante.

Quand aux analyses biochimiques et physiologiques, elles mettent en évidence le pouvoir 
épurateur de cette plante, avec une augmentation de certaines enzymes telle que la gaïacol 
peroxidase, accompagnée d'une stimulation de la croissance, prouvé par l ’augmentation des 
longueurs moyennes des racines (LMR), diamètre des feuilles (DM), nombres des feuilles et 
des racines. Il en est de même pour les autres facteurs pris en compte à savoir les taux de 
chlorophylle (a, b et a+b) et de protéine.

M ots Clés : Pollution Hydrique, phytoépuration, stress oxydatif, activité enzymatique,
Lemna minor.
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INTRODUCTION

Les activités humaines conduisent à des rejets d ’eaux usées polluées allant d ’une 
biodégradabilité totale au non biodégradabilité absolue. Ces eaux peuvent contenir ou non des 
substances toxiques et des nutriments qui dépassants certains seuils, peuvent conduire à un 
déséquilibre du fonctionnement naturel des écosystèmes aquatiques. Pour faire face à cette 
situation les eaux usées doivent subir une épuration avant d ’être rejetées dans le milieu 
récepteur.

L ‘épuration des eaux usées domestiques fait appel à des techniques physico-chimiques 
et biologiques. Parmi ces dernières, l ’utilisation de végétaux aquatiques, fixés sur support ou 
en flottation libre, acquiert de plus en plus d ’importance dans le monde et particulièrement 
dans les pays à climat chaud où le rendement photosynthétique est important. Cette 
«technologie» appelée l ’épuration verte (phytoépuration) présente plusieurs avantages (coût 
limité, mise en œuvre facile, intégration excellente dans le paysage naturel, absence de 
nuisances olfactives, etc.).

La biomasse produite peut être valorisée par compostage, par biométhanisation ou par 
incorporation dans la nutrition animale. Les eaux épurées peuvent être recyclées dans certains 
domaines de l ’agriculture ou pour alimenter les réserves d ’eaux. (O ueslati et al, 2000)

Dans ce contexte nous avons mis les objectifs suivants:

Le but premier de cette étude est de déterminer si les milieux humides artificiels ou 
marais épurateurs peuvent constituer un système adéquat pour le traitement des eaux usées 
domestiques, industrielles et agricoles. Pour atteindre ce but, nous avons mis en place un 
système d ’épuration au laboratoire (simulation in vitro). Ce système est composé de deux 
aquariums, dans lesquels des lentilles d ’eaux ont été plantées (lemna minor). Nous avons 
choisis de travailler sur les eaux d ’Oued El Mellague en raison de leur forte pollution par des 
effluents industrielles, des eaux ménagères et des eaux d’irrigation agricole.

Le deuxième but est l ’étude des mécanismes cellulaires (biochimiques physiologiques 
et enzymatiques) mis en jeux par lemna minor, pour épurer les eaux extrêmement polluées.

Ainsi notre mémoire est subdivisé en quatre grands chapitres :

La première partie est consacrée aux dernières actualités bibliographiques, et est répartie 
en deux chapitres:



S  C hap itre  01 : donnera un aperçu sur la définition de la phytoépuration ou le
lagunage. Une classification générale des différents types de lagunage.

S  Le deuxième chapitre décrit le stress oxydant, définit les principales sources de
radicaux libres et leurs implications pathologiques suivi par la détermination des principaux 
antioxydants notamment leurs mécanismes d ’actions.

S  C hap itre  03 : Matériel et Méthodes : le matériel végétal utilisé dans notre 
expérimentation est une plante aquatique : Lemna minor, suivi de leur classification et 
distribution, ainsi que les méthodes de dosages utilisées, afin de déterminer les effets des eaux 
usées sur les paramètres étudiés.

S  C hap itre  04 : Les résultats obtenus et leur interprétation et la discussion de
chaque résultat.

S  Une conclusion et éventuellement quelques perspectives achèveront notre
modeste étude.

INTRODUCTION



Chapitre 1:
La phytoépuration



La phytoépuration Chapitre 1

1-H istorique:
Les potentialités épuratoires des systèmes hydrauliques à plantes macrophytes 

ont été mis au point en France par le CEMAGREF. Quelques unités ont été 
implantées en France au cours des années 70-80. Diverses améliorations visant à 
simplifier la filière et fiabiliser son fonctionnement ont été apportées dans le but de 
procéder à son développement. Il existe deux types de filtres, les filtres à écoulement 
horizontal et les filtres à écoulement vertical. (G rison, 1999)

Le premier système mis en exploitation date de 1974. Exporté vers des pays 
européens (notamment le Danemark et le Royaume Uni), le système a fait l'objet de 
nombreuses critiques de la part de scientifiques qui ont contesté le dimensionnement 
et l'aptitude des roseaux à augmenter la perméabilité des sols en place utilisés comme 
substrat. Des recherches étaient menées en Europe pour fiabiliser le fonctionnement 
des filtres plantés de macrophytes jugé potentiellement intéressant et susceptible de 
combler un vide dans les pays où le lagunage naturel et les lits infiltration-percolation 
sur sable étaient peu répandus. (H arberl R. et al, 1995)

Ce genre de procédé d’épuration de plus en plus utilisé à travers le monde, à 
titre d ’exemple, plus de 2000 stations d’épuration à filtres plantés fonctionnent en 
France L'utilisation des végétaux aquatiques pour le traitement des eaux usées est 
relativement ancienne. (H arberl R. et al, 1995).
A pplication en Algérie:

L a  station D ’O uarg la  : Concernant l ’épuration par les plantes ou la STEP 
écologique, Le ministère des ressources en eau a procédé, en 2007, à la mise en place 
d’un système expérimental d ’épuration des eaux usées basé sur un procédé 
principalement naturel, dénommé « jardin d ’épuration ». Une première en Algérie, ce 
système-pilote de traitement des eaux usées a été réalisé au niveau de la localité de 
Témacine (vieux ksar) dans la wilaya d’Ouargla. (ONA A lger, 2011)
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2- L a  phy toépuration  ou lagunage:
Définition : La phytoépuration est le nom donné à un système d’assainissement 

écologique qui utilise le pouvoir épurateur des plantes pour traiter les eaux usées. Ce 
système d’assainissement écologique rassemble un ensemble de techniques, chacune 
mettant à profit des processus naturels d ’une combinaison végétaux/microorganismes, 
dans un système créé artificiellement pour le traitement des eaux usées.

Le lagunage est donc une technique d'épuration basée sur la transformation 
et l'assimilation naturelle des polluants domestiques par des chaines alimentaires 
aquatiques.( V incent C et D ufour S ,2007)
3- Les types de lagunage 
3-1-Le lagunage à m icrophytes:

Elle consiste à créer un bassin de faible profondeur où l ’eau va stagner pendant 
une période plus ou moins longue. Les microphytes, qui sont des algues 
planctoniques, se développent dans ce bassin. Elles consomment la pollution azotée et 
phosphatée dans les eaux usées. Le lagunage à microphytes est souvent le premier 
bassin d ’une station de lagunage car ce traitement est insuffisant et nécessite un 
lagunage à macrophyte. Les rôles des microorganismes dans l ’épuration des eaux 
usées sont :
- La photosynthèse produite par les algues augmente la teneur en oxygène de l'eau 
qui affecte à leur tour les éléments nutritifs et les réactions ;
- Elles se nourrissent des effluents et dégradent la matière organique qui devient dès 
lors assimilable par les plantes.

Il y a donc une étroite coopération entre les plantes et les micro-organismes.
(Anonym e, 2005).
3-2-Le lagunage à m acrophytes:

Ce type de traitement nécessite des plantes macrophytes originaires des zones 
humides naturelles. Cette filière d’épuration s’appuie sur le pouvoir épurateur des 
végétaux. Les eaux usées séjournent simplement dans des séries des bassins à ciel 
ouvert peuplés de ces végétaux. Les rôles des végétaux macroscopiques dans 
l’épuration des eaux usées sont importants dans le traitement des eaux usées :

• Elles sont le support des bactéries : les plantes épuratrices abritent une flore 
bactérienne importante ;

• Elles récupèrent les matières minérales dégradées par les bactéries ;
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• Elles stabilisent les substrats, tout en améliorant leur perméabilité et limite la 
vitesse des flux des eaux, ce qui permet à la matière en suspension, le carbone, 
les éléments nutritifs et les oligo-éléments d'intégrer les tissus végétaux ;

• Elles produisent de l'humus au moment de leur décomposition ;
• Elles aèrent le substrat en apportant de l'oxygène entre leur tige et les racines. 

Elles améliorent aussi considérablement la valeur esthétique du site. Toutes les
espèces des zones humides ne sont pas appropriées pour le traitement de l'eau. 
(Anonym e, 2005).

Les lagunages à macrophytes diffèrent de celles à microphytes par une plus 
faible profondeur d'eau et doivent être collectées régulièrement (fort taux de 
croissance des lentilles ou des jacinthes d'eau par exemple). (Rodrigo N, 2005).

F igure 01 : Principes de l ’épuration dans un bassin à macrophytes flottants.
(R akotoarison H.A, 2008).

4-Avantages et inconvénients de lagunage. (H iroom i I  et al, 2006).
>  A vantages :

Le lagunage naturel présente de nombreux avantages par rapport aux procédés 
classiques :
-Excellente élimination de la pollution microbiologique ;
-Faibles coûts d'investissement et de fonctionnement ;
-Raccordement électrique inutile ;
-Très bonne intégration paysagère ;
-Valorisation aquacole et agricole de la biomasse planctonique produite et des 
effluents épurés;
-Boues peu fermentes cibles ;
-Bonne élimination de l'azote (70 %) et du phosphore (60 %).

>  Inconvénients :
A l'inverse, le lagunage naturel présente les inconvénients suivants :

-Variation saisonnière de la qualité de l'eau en sortie ;
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-En cas de mauvais fonctionnement, risque d'odeurs, de moustiques, de rongeurs ; 
-Emprise au sol importante ;
-Difficultés d'extraction des boues ;
-Pas de réglage possible en exploitation ;
-Sensibilité aux effluents septiques et concentrés.
5- Les types de filtres plantés

Il existe deux types de filtres : les horizontaux et les verticaux. Ils diffèrent par 
leur mode d’alimentation, par le sens de l ’écoulement de l ’eau et par les conditions 
aérobies de traitement. Nous rencontrons aussi les systèmes hybrides sont en fait 
l ’association en série de filtres verticaux et de filtres horizontaux. (Poulet J .B  et al, 
2004).
5-1-Les filtres à écoulem ent vertical :

L ’eau s'étend sur toute la surface du bassin, s'y infiltre et ressort par le fond. 
Plusieurs bassins sont placés en parallèle afin de créer une alternance de phase 
d'activité et de repos pendant laquelle la matière organique sera digérée. Ces filtres 
verticaux fonctionnent en aérobiose, ils retiennent les matières en suspension (MES), 
dégradent la matière organique et réduisent la quantité de bactéries pathogènes. 
(Bensm ina M .L et al, 2013).

F igure 2: Les filtres à écoulement vertical. (B enjam in L , 2015).
5-2-Les filtres à écoulem ent horizontal :

L'eau remplit le volume du bassin, 5 à 10 cm en dessous de la surface des 
granulats. Les eaux ressortent, par un trop plein à l'extrémité opposée du filtre. On y 
trouve des bactéries anaérobies qui nitrifient et dénitrifient les composants azotés. 
Contrairement au filtres verticaux plantés uniquement de roseaux, les filtres 
horizontaux sont plantés d'une grande diversité d'espèces végétales qui pour certaines 
produisent des bactéries par les racines, éliminant une autre partie des bactéries 
pathogènes. Ce système est plus sensible au froid. (Bensm ina M .L  et al, 2013).
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F igure 3: les filtres à écoulement horizontal. (B enjam in L, 2015).

6 - Les étapes et procédés de tra item en t des eaux usées
Le lagunage n ’est qu’une phase de l ’épuration des eaux usées. L ’épuration des 

eaux se réalise en deux parties : les prétraitements et les traitements des eaux usées. 
(D egrém ont, 1989).
6. 1 - Les p ré tra item ents

Avant d’introduire les effluents dans les bassins de phytoépuration, des 
traitements préalables des eaux usées sont nécessaires. Il s’agit de :
- dégrillage : élimination de gros déchets des eaux usées au moyen d’une grille ;
- tam isage : filtration de matières en suspensions de petites tailles sur toile ;
- dessablage: évacuation des sables et graviers déposés au fond. (D egrém ont, 1989).
6-2- Les traitem ents:

Le lagunage est composé de plusieurs bassins en série, en général trois, qui ont 
chacun un rôle bien précis.

Dans le premier bassin, l ’épuration des eaux est uniquement due aux algues et 
aux bactéries. On transforme les charges polluantes par voie aérobique et anaérobique 
grâce à des micro-organismes. Dans la zone inférieure du plan d’eau, les bactéries 
anaérobiques stabilisent dans la couche limite les matières organiques en 2 phases :

• une partie de cette matière, sous l ’influence des enzymes de certaines 
bactéries, est décomposée en nitrates et phosphates, puis rejoint la masse 
supérieure du plan d ’eau.

• l ’autre partie de la matière est transformée par un autre groupe de bactéries en 
méthane, dioxyde de carbone et en ammonium.
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Dans la zone supérieure la matière organique est dégradée par les bactéries 
aérobiques. Cette transformation fournit du dioxyde de carbone, des nitrates et des 
phosphates, aliments de choix pour la flore aquatique.

Le premier bassin consiste donc à stocker les boues que les bactéries vont 
dégrader. L ’eau y séjourne minimum 30 jours par temps sec et 20 jours par temps de 
pluie.

Dans le second bassin, l ’épuration est principalement due à l ’action biologique 
du phytoplancton, du zooplancton et des plantes à microphytes comme les algues 
vertes. Les algues vont assimiler le dioxyde de carbone, des nitrates et des phosphates 
et en retour produisent du dioxygène. La photosynthèse est d ’autant plus intense que 
le climat est chaud et ensoleillé.

Le second bassin (appelé bassin à microphytes) permet la minéralisation des 
boues.

L ’eau y séjourne minimum 20 jours par temps sec et 12 jours par temps de
pluie.

Dans le troisième bassin, l ’épuration est due principalement aux plantes 
aquatiques à macrophytes (plantes de grandes tailles comme les roseaux) qui vont 
assimiler la matière minérale formée, issue des bactéries mortes en décomposition.

Des éléments tels que les phénols, les hydrocarbures ou les détergents voient 
leur teneur considérablement abaissée après passage dans un étang de stabilisation. De 
plus, on note une accumulation importante des métaux lourds dans les sédiments du 
bassin de tête. Ainsi, les effluents épurés ne contiennent pratiquement plus de 
substances toxiques risquant de s’accumuler dans la chaîne trophique.

La dernière lagune sera donc plantée et permettra par la même occasion 
l ’assimilation des nitrates, phosphates ainsi que l ’assainissement de l ’eau au niveau 
des germes pathogènes. L ’eau y séjourne minimum 8 jours par temps sec et 5 jours 
par temps de pluie. (V incent C et D ufour S ,2007).

7-Exem ple de processus d ’élim ination des polluants:
7-1-Elim ination de l'azote:

Dans les eaux usées, l'azote se trouve sous la forme organique d'ammonium 
NH4 et de nitrate N O 3. Les réactions d’élimination de l'azote dans un milieu aquatique 
sont :

- la volatilisation : c’est la transformation de l'ammonium en ammoniac,
- l'am m onification  : c’est la transformation de l'azote organique en ammonium,
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- la n itrification  : c ’est l ’oxydation de l'ammonium en nitrate,
- la dénitrification  : c ’est la réduction des nitrates en azote gazeux, N 2 sous 
l ’action des bactéries dénitrifiantes.

Dans le bassin à macrophytes, les principales réactions d'élimination de l'azote 
sont la nitrification/dénitrification et l'assimilation par les végétaux. (Edeline, 2001).

F igure 4 : Le cycle de l ’azote. (Raven E .E , 2014). 
>  L a  n itrification  (Edeline, 2001):

>  L a  dénitrification  (Edeline, 2001) :

7-2-Elim ination du phosphore
L'élimination du phosphore, ou "déphosphatation", peut être réalisée par des 

voies biologiques.La réaction d ’assimilation de phosphore est en fonction de la 
disponibilité de l ’azote. Elle s'accroît avec les concentrations d'azote et peut être 
freinée par une carence de cet élément. Les racines et des parties immergées des 
plantes épuratrices assimilent le phosphore sous forme d’orthophosphate. Cette 
assimilation est influencée par la disponibilité de l'azote. En milieu acide, le 
phosphore inorganique réagit avec les ions ferriques et aluminiums pour former des 
composés insolubles qui précipitent. A pH basique, il précipite préférentiellement 
avec le calcium. Les valeurs de pH dans les bassins couverts de plantes flottantes sont 
généralement stables et comprises. Ce paramètre aura donc très peu d'influence sur la 
précipitation du phosphore. (R ajaonarivelo  F .J , 2013).
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7-3-Elim ination de la pollution bactériologique:
Dans une station de lagunage, différents processus physico-chimiques ou 

biologiques ont lieu et diminuent les germes pathogènes :
• Rôle bactéricide des ultraviolets (U.V.) grâce aux rayonnements solaires (d'où 

une faible profondeur d'eau permettant aux rayons d'atteindre le fond)
• Phénomène de compétition avec les espèces autochtones ;
• Forte prédation par des espèces bactériophages (zooplancton) ;
• Production de substances inhibitrices ou bactéricides naturelles (antibiotiques 

par exemple) par certaines bactéries et micro-algues entraînant la mort ou une 
baisse de la reproduction des pathogènes ;

• Durée du cycle d ’épuration longue durant laquelle les germes peuvent être 
éliminés par ces différents processus. (R ajaonarivelo  F .J , 2013).

8-C ritères de choix des p lantes épuratrices :
Les plantes épuratrices doivent répondre aux conditions suivantes :

Pour les plantes aquatiques :
• la plante aquatique utilisée ne peut pas être utilisée par la population autour de 

la station d’épuration pour éviter tout risque de contamination. Cette plante 
n ’est pas comestible.

• Elle est tolérante aux apports en polluants et aux conditions climatiques 
existantes

Pour toutes les espèces utilisées pour le traitement des eaux :
• Elles ont une croissance rapide pour assurer la continuité du traitement.
• Sa biomasse est valorisable pour éviter l ’excès de déchets.
• Elle n ’est pas toxique.
• Elles n ’ont pas besoin beaucoup d’espace. (R ajaonarivelo  F .J, 2013).

9-Le pouvoir ép u ra teu r de lem na m inor:
Les lentilles d’eau (Lemna minor) l ’espèce la plus courante, font partie des 

plantes aquatiques généralement utilisées pour le traitement des eaux résiduelles 
domestiques ou industrielles du fait de leur performance dans l ’élimination de la 
pollution carbonée et leurs capacités d’assimilation de l’azote ou du phosphore. 
Cependant, leur croissance rapide dans les conditions optimales (i.e. température, 
intensité lumineuse, en soleillées, 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. 
(Tangou T .T  et al, 2014).
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F igure 5:Lemna minor. (H ans W .K  ,2007).
Différentes études ont montré chez lemna minor une accumulation élevée 

d’éléments traces. (Zayed et al, 1998).
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Le stress oxydatif Chapitre02
1. D éfin ition  du  s tre ss  o x y d a tif  :

Dans les systèmes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d ’un 
déséquilibre entre la production d ’espèces réactives oxygénées (ERO) et leurs 
destructions par des systèmes de défense antioxydants. (B o n n efo n t-R o u sse lo t et al, 
2003).

Les espèces réactives oxygénées (ERO) peuvent engendrer des dommages 
importants dans la structure et le métabolisme cellulaire en dégradant de nombreuses cibles: 
protéines, lipides et acides nucléiques. (P in cem ail et al, 1999).

D ans les conditions quotidiennes norm ales, les espèces réactives oxygénées (ERO) 
sont produites en faible quantité comme des médiateurs tissulaires ou des résidus des 
réactions énergétiques ou de défense, et cela sous le contrôle de systèmes de défense 
adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents. D ans ces conditions, on dit que la 
balance pro-oxydant/anti-oxydants est en équilibre. Cette dernière peut être rompue pour 
diverses raisons en faveur du système pro-oxydant, et est alors à l ’origine d ’un stress oxydant. 
(Favier, 2003). (F igure 6).

N i v e a u  
p h y s i o l o g i q u e  

S t r e s s  o x y d a t i f  d ’ E R O  M a n q u e  d ’ E R O

F igure 06 : Schém atisation de la balance entre les espèces réactives oxygénées (ERO) et
les antioxydants. (P o u r r u t  e t al, 2008).

2 .Les espèces réac tiv es de l ’oxygène:
Les espèces réactives de l ’oxygène (ERO) sont utilisées pour la description des 

formes d ’oxygène qui sont énergétiquement plus réactives que l ’oxygène moléculaire. Elles 
regroupent l ’ensemble des dérivés radicalaires de l ’oxygène m ais égalem ent d ’autres 
com posés non radicalaires très réactifs. (A sad a , 2000 ; F o y e r e t N o c to r, 2003 ; 
E d re v a , 2005).

13



Le stress oxydatif Chapitre02
Certaines espèces réactives de l ’azote (ERA ou RNS en anglais pour Reactive 

Nitrogen Species) sont parfois mentionnées comme appartenant à cette classification 
puisqu’elles possèdent un atome d ’oxygène et qu’elles se com portent de m anière similaire 
(espèces généralem ent radicalaires, pouvoir oxydant im portant, générées et régulées par 
l ’organism e) aux ERO vis-à-vis du stress oxydant. (S m irnoff, 2005).

Même si les ROS sont formées au cours du métabolisme normal de la plante, 
l’augmentation de leur concentration intracellulaire est souvent synonyme de stress. En effet, 
de nombreux stress (par exemple, la sécheresse, la salinité, les chocs thermiques, l’attaque 
d ’un pathogène, les UV, les polluants atmosphériques ou encore les ETM) sont capables 
d ’induire une production accrue de ROS. (N octor et Foyer, 1998; V an Breusegem  et al, 
2001).
2.1. F o rm a tio n  des espèces réac tiv es  de l ’oxygène :

Le métabolisme cellulaire chez les végétaux produit à l ’état physiologique plusieurs 
variétés d ’ERO .Dans le cas d’un stress oxydatif, ces ERO peuvent être modulés 
qualitativement et quantitativement. Tous les ERO ne sont pas extrêmement réactifs, cette 
réactivité étant très variable selon la nature du radical. Parmi les radicaux formés chez les 
végétaux on distingue. (S m irn o ff e t al, 2005) :

o❖ Anion superoxyde ( O2- ) ;
❖ Peroxyde d ’hydrogène (H 2O2) ;
❖ Radical hydroxyle ( O H -).

2.2. Sources des espèces réactives de l’oxygène (RO S) :
Chez les plantes, il existe plusieurs sources cellulaires d ’espèces réactives de 

l ’oxygène localisées à divers endroits de la cellule (P o u rru t B ertran d , 2008), et qui sont 
produites de façon perm anente durant le m étabolism e norm ale et durant les périodes de 
stress. Ces sources incluent :

❖ Les chaînes de transport d ’électrons (CTE) des chloroplastes;
❖ Les chaînes de transport d ’électrons (CTE) des mitochondries;
❖ Certaines enzymes comme le glycolate oxydase, la xanthine oxydase et les enzymes de 

l ’oxydation des acides gras dans le peroxysome;
❖ L ’amine oxydase et l ’oxalate oxydase dans l ’apoplaste;
❖ Les molécules photosensibilatrices comme la chlorophylle.(Pourru t B ertran d , 2008).
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T ableau  01: Origines et localisations des espèces réactives de l ’oxygène. (Sm irnoff et 
al, 2005).

O rigine Localisation ER O
Photosynthèse, PSI ou PSII Chloroplaste O2°
Respiration (transport d ’électrons) Mitochondrie O2°
Glycolate oxydase Peroxysome H 2O2

Chlorophylles excitées Chloroplaste O2°
NADPH oxydase Membrane cellulaire O2°
b-oxydation des acides gras Peroxysome H 2O2

Oxalate oxydase Apoplaste H 2O2

Xanthine oxydase Peroxysome O2°
Peroxydases, Mn+2 et NADH Membrane cellulaire H 2O2

Amine oxydase Apoplaste H 2O2, O2°

2.2.1. C h lo ro p la s tes  et l ’a p p a re il  p h o to sy n th é tiq u e  :
Le chloroplaste est souvent considéré comme étant la principale source d ’ERO chez 

les organismes photosynthétiques. (F o y e r e t N o c to r, 2003; E d re v a , 2005; A sad a , 
2006).

En effet, de nombreuses situations de stress abiotiques entraînent une inhibition de la 
photosynthèse et les électrons qui ne participent plus à la fixation du C O 2 vont entraîner la 
production et l ’accumulation de ROS. Durant les conditions de photoinhibition, la 
carboxylation du ribulose 1,5-biphosphate (RuBP) est inhibée, favorisant son oxygénation 
et entraînant la production de phosphoglycolate. Celui-ci est transporté vers le 
peroxysom e où il est converti en glyoxylate par la glycolate oxydase, produisant ainsi le 
peroxyde d’hydrogène. Les chloroplastes et les peroxysom es sont ainsi considérés comme 
«capteurs» des changem ents environnem entaux (fig u re  7). Les ROS se com portent donc 
com me signaux «rédox», dérivés des chloroplastes, et sont susceptibles de réguler 
l ’expression de gènes de la réponse et de l ’adaptation au stress. (P aren t et al, 2008).
2.2.2. P eroxysom es :

Les peroxysom es sont des vésicules cytoplasmiques minuscules(0,5 |im de 
diamètre) entourées d ’une membrane simple contenant des oxydases et des enzymes 
spécifiques du métabolisme du peroxyde d ’hydrogène.
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Ils sont le siège d ’une forte activité métabolique très centrée sur le métabolisme 

oxydatif (C orpas et al., 2001; N yathi et B aker, 2006), et ils possèdent de nombreux 
systèmes antioxydants et prooxydants.
2.2.2.1. p -oxydation:

La P -oxydation est un processus fondamental et commun chez les animaux, les 
levures et les plantes. Les composés dérivés de la P -oxydation sont im pliqués dans un très 
grand nombre de processus cellulaires parmi lesquels l ’oxydation de l ’acyl CoA par la l ’acyl 
CoA-oxydase qui entraîne la réduction du FAD en FA D H 2 (B aker et al, 2006). La 
régénération du cofacteur s’effectue par la réduction d’une molécule d ’O2 entraînant la 
formation d’H 2O2 . (F o e rs te r  et al, 1981; B a k e r  et al, 2006).

Acyl CoA + FAD 2-trans-enoyl CoA + FADH 2 Réaction (7).

2 .2 .2 .2 . P h o to re s p ira t io n :
La photorespiration est un processus vital pour les plantes. B ien q u ’il apparaisse 

com me un m écanism e coûteux en énergie et peu rentable, ce mécanisme physiologique 
remplit le rôle de «soupape de sécurité» du photosystèm e, en évitant la saturation de la 
CTE chloroplastique. (P o u rru t B e rtran d , 2008).
La photorespiration est un processus com plexe illustrant bien les échanges de m étabolites 
entre les différents composants cellulaires. Elle se déroule dans quatre compartiments 
cellulaires : chloroplastes, peroxysomes, mitochondries (figure 3), auxquels s’adjoint le 
cytosol en tant q u ’un milieu de transit. (P o u rru t B ertrand , 2008).
2 .2 .3  M ito c h o n d rie s  e t c h a în e  re s p ira to ire :

Chez les animaux, les m itochondries constituent la source principale de ROS. Chez 
les plantes, la production de ROS par les m itochondries a été h istoriquem ent m inim isée 
par rapport à celle des chloroplastes. Cependant, avec l ’identification de l ’alternativen 
oxydase (AOX), la m itochondrie pourrait devenir un facteur im portant dans la régulation 
du stress oxydatif chez les p lan tes.(P aren t et al, 2008).

Réaction (8).

\
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F igure 7: Sites de production intra-organites des form es réactives de l ’oxygène dans la 
cellule végétale. (Bolwell et al, 2002). APX : ascorbate peroxydase; PSI: photosystème I; PSII 

: photosystème II ; AOX : alternative oxydase ; Fd : ferodoxyne (RuBP) ribulose 1,5-biphosphate.
3. C ibles c e llu la ire s  des E R O :

Du fait de leur grande réactivité, les ERO peuvent endommager les constituants 
biologiques essentiels tels que l ’ADN, les lipides et les protéines et sont donc 
potentiellem ent toxiques. (Céline H aton, 2005).
3.1. P e ro x y d a tio n  lip id iq u e  ( lip o p e ro x y d a tio n ):

La P eroxydation  lip id ique est un effet majeur des rad icaux  libres. La p lupart des 
m em branes des cellules sont riches en acides gras po ly insaturés, et sont donc très 
sensib les au stress oxydant. La p lupart des aldéhydes p roduits après lipopéroxydation  
sont très réactifs et peuvent être considérés com m e des secondes m essagers tox iques 
qui augm entent les dom m ages in itiaux  dus aux rad icaux  libres. Les aldéhydes les plus 
étudiés sont le 4-hydroxynonénal (4-H N E) et le d ialdéhyde m alonique(M D A ).

C ertains produits de la peroxydation  con tribuent à l ’adaptation  des organism es 
aux conditions de l ’environnem ent ou encore à la d ifférenciation  ce llu la ire . (Céline 
H aton, 2005).

Ce processus se déroule en trois phases (Spiteller, 1998) (figure 8):
>  Phase d ’initiation ;
>  Phase de propagation ;
>  Phase de terminaison.
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In it ia t io n
r o o ;

A cic le  g r a s  
iu sa tu ré  

R H  -> R «  -t- H«
A c id e  g ra s  

iu sa tu ré  
R H

R O O H

C o m p o sé s  se c o n d a ire s

V o la t ils
aldéhydes, hydrocarbures 

cétones. acides....

F igure 8: Les différentes étapes de la peroxydation lipidique. (S p ite lle r, 1998).
3.2. O x y d a tio n  des p ro té in e s  :

Les ERO sont en effet capables de réagir avec différents acides aminés des 
chaînes de protéines, altérant également leur fonction. Les protéines les plus touchées sont 
celles comportant un groupement sulphydryle (-SH), comme c’est le cas pour de 
nom breuses enzymes et protéines de transport (S ta d tm a n  et L ev in e , 2000). Le peroxyde 
d ’hydrogène, mais surtout le radical hydroxyle sont capables d ’oxyder ces groupem ents, 
conduisant à l ’inactivation de certaines enzymes. En particulier, la présence de radicaux 
hydroxyles est à l ’origine de dégradations irréversibles des protéines, par la form ation de 
groupements carbonyles sur la chaîne latérale de certains acides aminés.
3.3. O x y d a tio n  de l ’ADN :

L ’oxydation des différents constituants de l ’ADN induit la formation de 4 grandes 
classes de lésions:

• Les modifications des bases nucléiques.
• Les sites abasiques.
• Les pontages et les cassures de chaines (simple et double brins).

Les ERO sont à l ’origine d ’une grande variété de dommage des bases, comme la 8-oxo- 
7,8-dihydroxy-guanine (8-oxoG).

Par ailleurs, dans la chanie des réactions, des méthylations au niveau des bases sont 
observées. La conséquence de ces altérations sera une erreur de lecture lors de la 
transcription. (Céline H aton, 2005).
4. M écan ism es de d éfense  c o n tre  le s tre ss  o x y d atif:

Le stress oxydant, conséquence naturelle du métabolisme de l ’oxygène, est 
normalement contrôlé par des systèmes endogènes de défense antioxydante. Les antioxydants 
cellulaires peuvent être enzymatiques ou non-enzymatiques. Généralement, l'augmentation 
des activités des enzymes impliquées dans les réactions de défense semble être liée à l'espèce
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ou à la variété végétale utilisée, aux conditions physiologiques de la plante utilisée, ou encore 
au type de stress oxydant appliqué. (Souguir Dalila, 2009).
4.1. Systèmes antioxydants enzym atiques:
4.1.1. Le superoxyde dism utase :

Le rôle déterminant du superoxyde dismutase (SOD) dans les systèmes de défense
°antioxydante de l ’organisme est connu depuis 1968. On sait que l ’ion superoxyde (O2 ) est le 

point de départ de la chaîne de production des radicaux libres. Or, dès ce stade précoce, le 
superoxyde dismutase inactive l ’ion superoxyde en le transformant en peroxyde d ’hydrogène 
(H2O2). Celui-ci est ensuite rapidement catabolisé par la catalase et les peroxydases en 
dioxygène (O2) et en molécules d ’eau (H2O). (Souguir D alila, 2009).
4.1.2. C atalase :

La catalase possède comme cofacteur le fer et elle dégrade le peroxyde d ’hydrogène en 
eau et dioxygène. Cette protéine est un homotétramère de 56kDa. La catalase est 
essentiellement localisée dans les peroxysomes. (Céline H aton, 2005).
4.1.3. L a g lu tath ion peroxydase (GPX):

La glutathion peroxydase ou GPX est une enzyme tétramérique permettant également la 
décomposition du H2O2. Elle agit plus lentement que la catalase mais elle a une meilleure 
affinité pour le H2O2 que cette dernière. La GPX est donc essentielle à la décomposition du 
H2O2 produit de manière continue et à des niveaux physiologiques dans la cellule. Les GPX 
sont des enzymes sélénium-dépendantes. (Jean-Philippe, 2012).

GPX
H2O2 + GSH GSSG + 2H 2O.
4.1.4. L 'asco rba te  peroxydase (APX):

L'ascorbate peroxydase (APX) est une enzyme impliquée dans l'élimination du 
peroxyde d'hydrogène lors d'un stress oxydant. C ’est une enzyme clé du cycle ascorbate- 
glutathion

M , . 2 a - a„  a p x  «

Chez les plantes supérieures, l'activité APX est localisée à la fois au niveau des 
chloroplastes (chAPX) et du cytosol (cytAPX). (Souguir Dalila, 2009).
4.1.5. L a g lu tath ion réductase (GR):

La glutathion réductase (GR) joue un rôle essentiel dans la protection des chloroplastes 
contre le dommage oxydant en maintenant un rapport GSH/GSSG élevé (M ishra et al, 2006).
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Cette enzyme catalyse la réduction de GSSG en GSH (glutathion réduit) selon la 

réaction suivante:

GSSG + 2 NADPH G R
' ^I\  /

4.2. Systèmes antioxydants non enzym atiques :
Avant d ’introduire les systèmes enzymatiques, il est important de noter qu’il existe 

également des systèmes non-enzymatiques de dégradation des EOR. Il s’agit le plus souvent 
du glutathion, de l ’ascorbate, les Flavonoïdes, et des caroténoïdes. (Filipe G am a, 2010).
4.2.1. Flavonoïdes:

Les flavonoïdes, classe importante des polyphénols, sont reconnus pour leurs 
nombreuses activités biologiques telles que: les activités antivirales, anti-inflammatoires et 
anticancéreuses. Ces activités sont attribuées, en partie, à la capacité de ces com posés 
naturels à piéger les radicaux libres.

Les flavonoïdes peuvent agir de différentes façons dans les processus de régulation 
du stress oxydant par :

• Capture directe des espèces réactives de l ’oxygène,
• Chélation de métaux de transition comme le fer (empêchant ainsi la réaction de Fenton),
• Inhibition de l ’activité de certaines enzymes responsables de la production des ERO. 

(B en ah m ed  F a t ih a ,  2010).
4.2.2. Les caroténoïdes:

Les caroténoïdes sont divisés en deux familles: les carotènes qui sont formés de 40 
atomes de carbone et les xanthophylles qui, en plus, comportent un ou deux atomes 
d'oxygène. Au niveau du chloroplaste, les caroténoïdes, en plus de capter l'énergie lumineuse 
protègent les photosystèmes. (M ichel V incent, 2006).
4.2.3. L 'acide ascorbique:

L'acide ascorbique, communément appelé vitamine C, joue plusieurs rôles au sein de la 
cellule. Il se retrouve tant au niveau du chloroplaste, du cytoplasme, de la mitochondrie 
(H orem ans et al, 2000). C'est un antioxydant puissant qui réagit rapidement avec le radical 
superoxyde, l'oxygène singulet, l'ozone et le peroxyde d'hydrogène. (M ichel V incent, 2006).
4.2.4. Le g lu tath ion :

Le glutathion (GSH) est un tri-peptide formé dans l'ordre des acides aminés suivants: 
l'acide glutamique, la cystéine et la glycine. Son pouvoir réducteur réside dans le groupement 
thiol (SH) de la cystéine. Le glutathion est présent au niveau du cytosol et du chloroplaste où

GSH + 2 NADP+>
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il réagit avec l'oxygène singulet, l'anion superoxyde et le radical hydroxyl en plus d'être utilisé 
comme coenzyme afin d'exploiter son pouvoir réducteur.

Le glutathion agit de deux façons, soit par l'activité de la glutathion S-transférase qui 
catalyse l'échange intermoléculaire des groupements thiols entre une protéine dont les thiols 
sont oxydés et le glutathion selon le mécanisme suivant (M ichel V incent, 2006):

! -tP -SH + P'-SH + 1/2 O2 P-S-S-P' + H 2O
P-S-S-P +GSH P-SH + G-S-S-P' Où P et p, sont des protéines.
G-S-S-P' +GSH P'-SH +G-S-S-G

H 2O2+2 GSH G-S-S-G + 2 H2O
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Matériel et Méthode Chapitre03
1. M atériel biologique :

Le matériel expérimental utilisé dans notre travail c’est une plante aquatique la lentille 
d ’eau :
l.l.L em n a  minor :

Lemna minor est un macrophyte flottant qui appartient à la famille des Lemnaceae.
Cette lentille d ’eau est principalement présente dans les milieux aquatiques de type lentique 
des zones tempérées de l ’hémisphère Nord et est très représentative des cours d ’eau français 
(Bodo et al, 2005) .Elle se présente sous la forme de colonies (libres ou reliées entre elles par 
un fin pétiole) composées au minimum, de 2 à 4 feuilles aplaties et lenticulaires de taille 
réduite (2 à 4 mm). Chacune possède une racine filiforme, transparente et d ’un fin diamètre : 
La taille des racines (de 1mm à 5 cm) est fortement liée à la disponibilité en éléments 
trophiques (azote et phosphore) dans le milieu aquatique. (M ATE, 1997; Cauzzi, 2007).

Bien qu’une reproduction sexuée soit possible, elle est très rare et ces végétaux se 
reproduisent la plupart du temps par multiplication végétative sous la forme de 
bourgeonnements successifs latéraux. Chaque fronde mère peut donner naissance à 10 à 20 
frondes et a une durée de vie limitée de 3 à 7 semaines, d ’où le caractère parfois envahissant 
du développement de ces végétaux. (Cauzzi, 2007).

L. minor a une forte affinité vis-à-vis des milieux aquatiques riches en azote et 
phosphore, un développement important de ces macrophytes pouvant être le signe de la mise 
en place d ’un état eutrophe.

F igure 09 : Lentille d ’eau (Lemna minor). (Cauzzi, 2007).
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1.2.Classification et taxonom ie :
Règne p lan tae  : Plantes 
Sous-règne : Tracheobionta
Division m agnoliophyta : angiospermes, phanérogames
Classe liliopsida : Monocotylèdones
Sous-classe : Alismatidae
O rd re  : Alismatales
Fam ille : Araceae
G enre  : Lemna
Espèce : Minor
1.3.R épartition et écologie de l’espèce:

Lemna minor est présente presque partout dans le monde. Elle est largement répandue 
dans toute l ’Amérique du nord, sauf dans l ’extrême nord et dans les Bahamas. On la trouve 
aussi en Europe, en Asie, en Afrique et en Australie. En Amérique du nord, on la trouve de 
terre-neuve à l’Alaska et au sud jusqu’en Californie, au Texas et en Floride. (G odfrey et 
w ooten, 1979).
1 .4.Facteurs im portan ts p ou r la croissance des lentilles d 'eau  :

La croissance des lentilles d'eau est régie par l'ensemble des facteurs biotiques et 
abiotiques de l'environnement où elles évoluent. Toutefois, la température et l'ensoleillement 
semblent y jouer un rôle plus important que celui des concentrations des nutriments. En 
conditions optimales, leur biomasse peut doubler en deux jours ;
1.4.1. T em p ératu re  :

Les lentilles d'eau utilisées dans le traitement des eaux usées sont capables de se 
reproduire à des températures allant de 5 à 30°C. Elles subissent un stress entre 31 et +35°C, 
et une forte inhibition de la photosynthèse à 45°C.

Dans les régions où la température peut descendre en dessous de zéro pour une partie de 
l'année, elles coulent au fond du plan d'eau et demeurent inactives sous une forme appelée 
turion jusqu'à que les conditions redeviennent plus propices à leur croissance.
1.4.2. Ensoleillem ent :

La croissance des lentilles d'eau dépend de l'intensité et de la photopériode de 
l'ensoleillement auquel elles sont exposées. Les rendements de la photosynthèse et de la photo 
respiration atteignent leurs valeurs maximales au début de l'après-midi et leurs valeurs 
minimales le soir (36 à 60% de la valeur maximale). Dans l'hémisphère Nord, la croissance de
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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.
1.4.3. P résence d 'inh ib iteu rs :

Les eaux usées agricoles et industrielles contiennent des quantités importantes de 
métaux liés aux polluants organiques, bien que la présence de métaux en traces soit 
indispensable dans le processus de croissance des plantes, des concentrations élevées peuvent 
occasionner des phénomènes d'inhibition et de toxicité et donc limiter l'efficacité du 
traitement. Les lentilles d'eau peuvent tolérer des concentrations de métaux plus ou moins 
importantes selon le type de métal.

L ’utilisation des tests vis-à-vis des lentilles d ’eau en écotoxicologie est très intéressante 
du fait de leur sensibilité à 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).
1.5. C onditions de l’expérim entation  :

L ’expérience est réalisée en laboratoire de toxicologie, dans des conditions in vitro.
Les lentilles d’eau Lemna minor utilisées dans cette étude ont été récoltées de la région d ’El 
taref et ils ont été placés dans milieu pour la réalisation de deux lots afin de réaliser les 
dosages biochimiques:
M ilieu 01 (Tém oin): dans lequel nous avons utilisé l ’eau distillée.
M ilieu 02 (T raité) : nous avons utilisé l ’eau d’Oued Mellague (l’Aouinet) en raison de leur 
forte pollution.

En ayant effectué trois répétitions par paramètres étudiés. Qui ont été mesuré selon trois
dates:

>  La première date: Après 5 jours de traitement.
>  La deuxième date: après 20 jours de traitement.
>  La troisième date: après 25 jours de traitement.
1.5.1. Solution de K nop:
Il faut utiliser la solution de Knop pour cultiver la plante de L. minor :

La solution de K nop (ou liquide de K nop) a été inventée par le chim iste allemand  
Wilhelm Knop (1817-1891). Il contient les 4éléments dont les symboles chimiques mis à la 
suite forment le nom de celui-ci : K (potassium), N  (azote), O  (oxygène), P  (phosphore).

Le liquide de Knop est engrais mis au point pour obtenir une croissance optimale des 
plantes en laboratoire. Il est composé de divers sels minéraux dissous dans l’eau : nitrate de
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calcium, nitrate de potassium; sulfate de magnésium, phosphate monopotassique, sulfate 
ferrique. (B ruchhauser, 2010).

Pour préparer 1 L de solution de knop, on ajoute les ingrédients suivants à 1L d’eau 
distillée:
T ableau  02 : Composition chimique de solution de knop, utilisé pour la culture de Lemna 
minor.

Com position chim ique C oncentration  g/L
nitrate de calcium (CaNO3) 1
nitrate de potassium (KNO3) 0,25
sulfate de magnésium (MgSO4) 0,25
phosphate monopotassique ou dihydrogénophosphate (KH2 PO4) 0,25
sulfate ferrique (FeSO4) 0,05

S  Les substances utilisées doivent être de qualité réactif. Le liquide est agité 
jusqu’à dissolution complète du contenu.

Il existe différentes sortes de liquides de Knop. Ces différentes solutions ne possèdent 
pas de source de carbone. Elles permettent d'expérimenter les exigences des plantes en faveur 
de tel ou tel élément non carbonaté.
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2. P rélèvem ent de l’eau :

Des échantillons d ’eau ont été prélevés d ’Oued Mellague qui coule sur une longueur
environ de 153 km depuis sa source à djebel Tadinart au Sud-ouest jusqu’à la frontière algéro-

• 2tunisienne au Nord-est, il couvre une superficie de 4307 km .
Cet oued est situé dans la zone des hautes plaines. Les eaux distillées sont directement 

prélevées de distillateur.

F igure 10 : Station d ’échantillonnage d ’Oued Mellague.
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3. M éthode de dosage :
3.1. P aram ètres biochim iques

3.1.1. E x trac tion  et Dosage de la C hlorophylle:
Nous avons utilisé la méthode établie par H olden (1965) pour l ’extraction de la 

chlorophylle. Le traitement de tous les échantillons se fait comme suit :
On pèse 100mg des feuilles/racines de lemna minor sont broyés dans un mortier avec 

2.5 ml d ’acétone à 80% (CH3COCH3) et une pincée de carbonate de calcium (CaCO3).
Après broyage total, la solution est filtrée et conservée à l ’obscurité dans des boites 

noires pour éviter l ’oxydation de la chlorophylle par la lumière. Le dosage se fait par un 
prélèvement de 2.5 ml de la solution dans la cuve à spectromètre, ce dernier est de type 
«Spectrophotom ètre Jenw ay 6300».

Les échantillons sont ensuite analysés par spectrophotométrie à deux longueurs d'onde 
différentes (645 et 663 nm) en utilisant l'acétone 80% comme blanc.
Le contenu en chlorophylle (a et b et a+b) a été déterminé à l'aide des équations suivantes. 
(Bassa et al. 2012).

Chl a = 12,7 (DO663)-2,69(DO645)
Chl b = 22,9 (DO645)-4,86(DO663)
Chl a+ b = 8,02 (DO663) + (20,20 (DO645) 

3.1.2. Dosage des protéines totales:
La méthode utilisée pour le dosage des protéines totales est celle de Bradford 

(B radford , 1976) qui utilise la BSA (Sérum Albumine Bovine) comme standard. C ’est une 
méthode colorimétrique basée sur l ’absorption du colorant Bleu de Coomassie G250, en 
milieu acide, sur les groupements basiques et/ou aromatiques des protéines et une mesure au 
spectrophotomètre à 595 nm. ).

Le calcul des concentrations se fait par l’équation déduite de la gamme d ’étalonnage 
réalisé à partir d ’une solution d'albumine de sérum de bœ uf

Le dosage des protéines est effectué avec une fraction aliquote de 100pl
Les densités optiques sont mesurées grâce à un spectrophotomètre (Jenway-6300).
La quantité des protéines a été déterminée à partir de la formule :

Y  = b + a X
Y : densité optique
X : quantité de protéines en (^g/m g MF).
(a et b voire les annexes)
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3.1.2.1. L a gam m e d ’étalonnage :

La gamme est réalisée à partir d ’une solution mère d’albumine de sérum de bœ uf (BSA) 
à1mg/ml d’eau distillée.
T ableau  03 : Gamme d’étalonnage d’une solution de protéine :
Tubes 01 02 03 04 05 06
Solution d ’album ine BSA (^1) 00 20 40 60 80 100
E au  distillée (^l) 100 80 60 40 20 00
BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

3.2. P aram ètres enzym atiques
3.2.1. Dosage de l’activité enzym atique de la g lu tath ion peroxydase (GPX) :

L ’activité enzymatique de la GPX est mesurée par la méthode de Flohe et G unzler 
(1984). En utilisant l ’H2O2 comme substrat.

L ’extraction de l ’enzyme : On pèse 500mg des feuilles/racines de lemna minor sont 
broyés à froid à l’aide d ’un mortier par le tampon TBS (Tris 50mM, NaCl 150Mm, pH=7,4) 
pour obtenir un homogénat.

-Prélever 0,2 ml de l ’homogénat puis ajouter 0,4ml de GSH (glutathion forme réduite à 
0,1mM) et 0,2ml de tampon de l ’extraction. Incubation au bain marie à 25°C pendant 05 min. 
Ajouter 0,2ml de H2O2 (1,3mM) pour initier la réaction, laisser agir 10min.Arréter la réaction 
par addition de 1ml de TCA (1% Acide Tri Chloro-accétique).Mettre le mélange dans la glace 
pendant 30 min. Centrifuger durant 10 min à 3000t/min.

-Prélever 0,48ml de surnageant, ajouter 2,2ml de TBS et 0,32ml de DTNB (1mM), mélanger 
et après 5 min lire les densités optiques à 412nm. (Flohe L. G unzler W .A ,1984).

-la détermination (calcule) de l ’activité de la GPX se fait de la façon suivante :

Activité de GSH consommée/min/gr de protéine.

X= (DOe-DOb) x 0,04/DOb= quan tité  de GSH réduite  d isparue  (oxydée) dans 0,2 ex trait 
dans 1ml. 

L ’activité de la GPX = la quan tité  de GSH réd u it d isparue  x 5/ [protéines].

• D O e : la densité optique d ’échantillon.
• D O b : la densité optique de blanc.
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4. Les P aram ètres m orphologiques :

Cet essai est réalisé pour évaluer l'effet des eaux usées provenant d ’Oued Mellague sur 
la croissance de populations de lentilles d'eau après séjours de ces derniers une durée de 15 
jours et en fonction de deux critères : le taux de croissance, le nombre et les longueurs des 
frondes et des racines.
4.1. Protocole :

Les cultures utilisées dans les essais toxicologiques (c.-à-d. les cultures d ’essai) 
devraient être entreprises 7 à 10 jours avant le démarrage de l ’essai. Pour adaptation de la 
plante avec le nouveau milieu.

S  Nous avons prélevé 08 plantes de Lemna minor des cultures âgées d ’une
semaine et les transférer dans les boîtes de Pétri (sont choisis en tenant compte de l'uniformité 
de taille et de couleur), pour chaque lots nous avons faits 5 boites de pétri.

S  Les cultures sont soumises à deux milieux différents (voir le tableau ci-
dessous).

T ableau  04:les milieux de cultures.

M ilieu de C ultu re
Composition Volume total (ml)

N br des plantes

C u ltu re  1 
(tém oin)

Eau distillé 15 08
Liquide de Knop 15

C ultu re  2 
(tra ité)

Eau pollué 15 08
Liquide de Knop 15

S  Les résultats sont exprimés en reportant le nombre et les longueurs des feuilles, 
et des racines en fonction du temps (après 15, 18, 21, 24 et 27 jours de traitements).
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Matériel et Méthode Chapitre03
5. Les analyses physico-chim iques des eaux :

La répartition spatiale des paramètres physico-chimiques basés sur les résultats des 
analyses des eaux usées provenant d ’Oued Mellague avant et après le traitement par lemna 
minor, permet de mettre en évidence l ’évolution de chaque élément et d ’estimer l ’origine des 
minéralisations.

Ainsi l ’analyse des paramètres chimiques montre que les eaux d’oued Mellague
+ 2  2+ 3caractérisées par l ’abondance des ions (Mg , Cl-, Ca , PO4 -).
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Résultat et Discussion Chapitre04
1. A nalyse statistique des résu ltats

Les résultats obtenus ont fait l ’objet d ’une analyse statistique grâce au logiciel Minitab 
16. Les données sont représentées par la moyenne plus ou moins l ’écart type (m ±SD). Le test 
T de Student et une analyse de la variance ANOVA (AV1) à un critère de classification sont 
effectuées. Le seuil de signification est a  < 0.05. (Dagnelie, 1999).
2. Résultats :

Dans cette partie nous avons représenté les principaux résultats obtenus concernant les 
essais réalisés au laboratoire, sur les paramètres enzymatiques (la G PX ), biochim iques(les 
protéines, L a chlorophylle), et m orphologiques (nom bre des racines et des feuilles, 
langueurs des racines et d iam ètres des feuilles).
2.1. Les protéines totales :

La figure (11) illustre les effets des eaux usées sur la teneur en protéine totale chez la 
lentille d ’eau Lemna minor, l ’analyse de la variance ANOVA à un critère de classification 
(Tableau 06), montre une augmentation de la production des protéines totales hautement 
significative (p< 0.01) par apport au témoin après 15, 20 jours de traitement. Après 25jours de 
traitement. On note une diminution très hautement significative (p< 0.000) des traités par 
apport au témoin.

Cette augmentation est bien illustrée surtout après 20 jours de traitement. En effet le 
taux de protéines est de l ’ordre de (92,31/ 102,83/62,22qg /mg) chez les feuilles des plantes 
traités pendant 15, 20,25 jours en ordre, alors que chez les témoins ne dépasse pas 
89,80qg/mg.

Le test T de Student entre les témoins (Tm) et les traités donne des différences 
significative à très hautement significatives.

F igure 11: les effets des eaux usées sur la teneur en protéines totale (qg /mg) chez la lentille 
d ’eau Lemna minor (Tr : Traitée) et (T : Témoin) en fonction du temps.
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Résultat et Discussion Chapitre04
Tableau05: les moyennes des taux de protéines totales en (pg /mg de PF) chez les feuilles de 
lemna minor placées dans des eaux usées (Tr : Traitée) et (Tm : Témoin) en fonction du 
temps.

M oyenne Tm E cartype  Tm M oyenne T r E cartype  T r Test. T
15jr 89,7996 ±1,42100 92,3111 ±0,60268 P=0,013**
20jr 81,3322 ±1,54997 102,835 ±6,29306 P=0,003**
25jr 80,0132 ±0,86494 62,218 ±2,43497 P=0,0002***

T ableau  06: Analyse de la variance à un critère de classification du taux de protéines totales 
en (pg /mg de PF) chez les feuilles de lemna minor placées dans des eaux usées (Tr : Traitée) 
et (Tm : Témoin).

Source ddl SCE CM Fobs P
Date 2 2235,4 1117,7 13,62 0,000***

E rre u r 21 1723,8 82,1 - -
Total 23 3959,2 - - -

- ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; C M  : carré moyen ; Fobs : test 
de Fisher ; P  : seuil de signification.
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Résultat et Discussion Chapitre04
2.2. Les chlorophylles a, b et a+b :

2.2.1. L a chlorophylle a:

La figure (12), illustre les effets des eaux usées sur la teneur en chlorophylle a  chez 
«Lemna minor ». l’analyse de la variance ANOVA à un critère de classification (tableau  08), 
à montré qu’après 15 jours de traitement on remarque une augmentation non significative des 
traités par apport au témoin; Après 20jours de traitement. On note une augmentation 
hautement significative des traités par apport au témoin; Après 25jours de traitement. On note 
une diminution non significative des traités par apport au témoin.

Le test T de Student entre les témoins (Tm) et les traités (Tr) donne des différences 
significatives à très significatives.

Cette augmentation est bien illustrée surtout après 20 jours de traitement. En effet le 
taux de chlorophylle à est de l ’ordre de 4,0989 mg/g de PF chez Tr, et de 3,7544 mg/g de PF 
chez les témoins.

F igure 12: les effets des eaux usées sur la teneur en chlorophylle a  en (mg /g) chez les 
feuilles de lemna minor (Tr : Traitée) et (Tm : Témoin) en fonction du temps.
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Résultat et Discussion Chapitre04
T ableau  07: les taux des chlorophylles a en (mg /g de PF) chez les feuilles de lemna minor 
placées dans des eaux usées (Tr : Traitée) et (Tm : Témoin) en fonction du temps.

M oyenne Tm E cartype  Tm M oyenne T r E cartype T r Test. T
15 J r 3,74865 ±0,15358 3,865725 ±0,09049 P=0,42NS
20 J r 3,7544 ±0,13804 4,0989 ±0,09154 P=0,0058**
25 J r 2,9756 ±0,16050 2,399475 ±0,76564 P=0,11NS

T ableau  08:Analyse de la variance à un critère de classification du taux de chlorophylle a en 
(mg /g de PF) chez les feuilles de lemna minor placées dans des eaux usées (Tr : Traitée) et 
(Tm : Témoin).

Source ddl SCE CM Fobs P
date 2 7,353 3,677 5,76 0,010**

E rre u r 21 13,395 0,638 - -
Total 23 20,748 - - -

- ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; C M  : carré moyen ; Fobs : test 
de Fisher; P  : seuil de signification.
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Résultat et Discussion Chapitre04
2.2.2. L a chlorophylle b:

La figure (13), présente les effets des eaux usées sur la teneur en chlorophylle b chez 
«Lemna minor ». Après 15 et 20 jours de traitement on remarque une augmentation non 
significative des traités par apport au témoin; Après 25jours de traitement, On note une 
diminution hautement significative des traités par apport au témoin. Ceci est confirmé après 
l ’analyse de la variance ANOVA à un critère de classification (Tableau 10).

Le test T de Student entre les témoins (Tm) et les traités (Tr) donne des différences 
significatives à très hautement significatives.

Cette augmentation est bien illustrée surtout après 20 jours de traitement. En effet le 
taux de chlorophylle b est de l’ordre de7,4208 mg/g de PF chez Tr, et de7,0912 mg/g de PF 
chez les témoins.

F igure 13: Variation des effets des eaux usées sur la teneur en chlorophylle b en (mg /g) chez 
les feuilles de lemna minor (Tr : Traitée) et (Tm : Témoin) en fonction du temps.
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Résultat et Discussion Chapitre04
T ableau  09: Taux des chlorophylles b en (mg /g de PF) chez les feuilles de lemna minor 
placées dans des eaux usées (Tr : Traitée) et (Tm : Témoin) en fonction du temps.

M oyenne Tm E cartype Tm M oyenne T r E cartype T r Test. T
15 J r 7,087125 ±2,04907534 7,1555 ±2,31450572 P=0,383NS
20 J r 7,09125 ±1,74768042 7,4208 ±0,98923143 P=0,217NS
25 J r 6,0806 ±0,27679765 2,3628 ±1,20270628 P=0,0020**

T ableau  10: Analyse de la variance à un critère de classification du taux de chlorophylle b en 
(mg /g de PF) chez les feuilles de lemna minor placées dans des eaux usées (Tr : Traitée) et 
(Tm : Témoin).

Source ddl SCE CM Fobs P
date 2 61,27 30,64 6,35 0,007**

E rre u r 21 101,38 4,83 - -
Total 23 162,66 - - -

- ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; C M  : carré moyen ; Fobs : test 
de Fisher ; P  : seuil de signification.
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Résultat et Discussion Chapitre04
2.2.3. Les chlorophylles a+b :

La figure (14), illustre les effets des eaux usées sur la teneur en chlorophylle a+b  chez 
«Lemna minor ». Après 15 jours de traitement on remarque une augmentation non 
significative des traités par apport au témoin; Après 20 jours de traitement. On note une 
augmentation hautement significative, après 25 jours on remarque une diminution hautement 
significative des traités par apport au témoin. Ceci est confirmé après l ’analyse de la variance 
ANOVA à un critère de classification (T ableau 12).

Le test T de Student entre les témoins (Tm) et les traités (Tr) donne des différences 
significatives et hautement significatives.

Cette augmentation est plus importante après 20 jours de traitement ou le taux de 
chlorophylle a+b est de l ’ordre de 11,514 mg/g de PF chez Tr, alors que chez les témoins ne 
dépasse pas 10,345mg/g.

F igure 14: les effets des eaux usées sur la teneur en chlorophylle a+b  en (mg /g) chez les 
feuilles de lemna minor (Tr : Traitée) et (Tm : Témoin) en fonction du temps.
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Résultat et Discussion Chapitre04
T ableau  11: Taux des chlorophylles a+b  en (mg /g de PF) chez les feuilles de lemna minor 
placées dans des eaux usées (Té : Traitée) et (Tm : Témoin) en fonction du temps.

M oyenne Tm E cartype Tm M oyenne T r E cartype T r Test. T
15 J r 10,50835 ±1,58135923 11,0245 ±0,55157644 P=0,343NS
20 J r 10,345325 ±0,465635 11,51415 ±0,19458182 P=0,00996**
25 J r 10,257125 ±0,61355987 4,736575 ±2,36424857 P=0,00490**

T ableau  12: Analyse de la variance à un critère de classification du taux de chlorophylle a+b 
en (mg /g de PF) chez les feuilles de lemna minor placées dans des eaux usées (Tr : Traitée) et 
(Tm : Témoin).

Source ddl SCE CM Fobs P
Date 2 60,00 30,00 6,72 0,006**

E rre u r 21 93,80 4,47 - -
Total 23 153,80 - - -

- ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; C M  : carré moyen ; Fobs : test 
de Fisher ; P  : seuil de signification.
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2.3. L a g lu tath ion peroxydase (GPX) :

La figure (15) montre les effets des eaux usées sur l ’activité de La glutathion 
peroxydase (GPX), chez lemna minor. Elle indique une diminution hautement significative et 
non significative (p < 0.05) des traités par apport au témoin après 15 et 20 jours de traitement, 
Cet enzyme montre un niveau d ’activité inchangé par rapport au témoin, et une augmentation 
significative (p < 0.05) des traités par rapport au témoin après 25 jours de traitement, ces 
résultats sont confirmés par l ’analyse de la variance à un critère de classification (Tableau 
14).

Le test T de Student entre les témoins (Tm) et les traités (Tr) donne des différences 
significatives à hautement significatives.

Cette augmentation est plus importante durant la première quinzaine ou l ’activité de 
GPX est de l ’ordre de 1,92566 (pmol/min/mg Prot) de PF chez témoin, par contre chez les 
traitée est de 1,53856 (pmol/min/mg Prot) de PF.aprés 25 jours l ’activité de GPX est de 
l ’ordre de 1,685 (pmol/min/mg Prot) chez les Traitées, et de 1,550 (pmol/min/mg Prot) chez 
les témoins.

F igure 15: Variations de l ’activité de GPX en (pmol/min/mg Prot) chez les feuilles de lemna 
minor placées dans des eaux usées (Tr : Traitée) et (T : Témoin) en fonction du temps.
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Tableau13: L ’activité de GPX en (p,mol/min/mg Prot) chez les feuilles de lemna minor 
placées dans des eaux usées (Tr : Traitée) et (Tm : Témoin) en fonction du temps.

M oyenne Tm E cartype Tm M oyenne T r E cartype T r Test .T
15jr 1,92566 ±0,24279 1,53856 ±0,25115 P=0,0117**
20jr 1,5960 ±0,346005 1,514009 ±0,364465 P=0,4097NS
25jr 1,55094 ±0,06343 1,685687 ±0,372437 P=0,0178*

T ableau  14:Analyse de la variance à un critère de classification de l ’activité de GPX en 
(p,mol/min/mg Prot) chez les feuilles de lemna minor placées dans des eaux usées (Tr : 
Traitée) et (Tm : Témoin).

Source ddl SCE CM Fobs P
Date 2 0,693 0,346 2,31 0,119NS

E rre u r 27 4,055 0,150 - -
Total 29 4,747 - - -

- ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; C M  : carré moyen ; F obs : test 
de Fisher; P  : seuil de signification.
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2.4. Les tests m orphologiques :

2.4.1. Le nom bre des feuilles:
La figure (16), indique les effets des eaux usées sur le nombre des feuilles (NF) de 

lemna minor. Après 15, 21, 24 et 27 jours de traitement, l ’augmentation du nombre des 
feuilles est hautement significative (P< 0,01), Par contre après 18jours de traitement 
l ’augmentation de NF est non significative (P> 0,05).

Ces résultats sont confirmés par l ’analyse de la variance ANOVA à un critère de 
classification (T ableau 16).

Le test T de Student entre les témoins (Tm) et les traités (Tr) donne des différences 
significatives (hautement significatives et non significatives).

Cette augmentation est bien illustrée surtout après 27 jours de traitement. Les moyennes 
de nombre des feuilles est de l’ordre de 3,25454 chez Traités, et de 2,79592 chez les témoins.

F igure 16: les effets des eaux usées sur le nombre des feuilles (NF) de lemna minor. (Tr: 
Traitée) et (Tm : Témoin) en fonction du temps.
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Tableau15: les moyennes de nombre des feuilles de lemna minor placées dans des eaux usées 
(Tr : Traitée) et (Tm : Témoin) en fonction du temps.

M oyenne Tm E cartype  Tm M oyenne T r E cartype T r Test. T
15Jr 1,97101 ±0,64102 2,30909 ±0,9204 P=0,0104**
18Jr 2,29114 ±0,71883 2,42 ±0,99160 P=0,3296NS
2 1Jr 2,5 ±0,88055 3,17857 ±0,89660 P=0,0063**
2 4Jr 2,625 ±1,00479 3,225 ±0,76753 P=0,0022**
2 7Jr 2,79592 ±0,76753 3,25454 ±0,96644 P=0,00479**

T ableau  16: Analyse de la variance à un critère de classification de nombre des feuilles de 
lemna minor placées dans des eaux usées (Tr : Traitée) et (Tm : Témoin).

Source ddl SCE CM Fobs P
Date 4 11,95 2,99 2,87 0,029*

E rre u r 75 78,00 1,04 - -
Total 79 89,95 - - -

- ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; C M  : carré moyen ; Fobs : test 
de Fisher ; P  : seuil de signification.
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2.4.2. Le nom bre des racines:

La figure (17), montre les effets des eaux usées sur le nombre des racines (NR) de la 
lentille d ’eau Lemna minor. L ’analyse de la variance ANOVA à un critère de classification 
(Tableau.18), met en évidence une augmentation non significative (P> 0,05) de (NR) des 
traités par apport au témoin après 15 et 24 jours de traitement. Par contre après 18, 21et 27 
jours de traitement, cette augmentation de N R est significative.

Le test T de Student entre les témoins (Tm) et les traités (Tr) donne des différences 
significatives après 18,21 et 27 jours et non significatives après 15 et 24 jours de traitement.

Cette augmentation est bien illustrée surtout après 27 jours de traitement. Les moyennes 
de nombre des racines est de l ’ordre de 1,75 chez Traités, et de 1,64 chez les témoins.

F igure 17: les effets des eaux usées sur le nombre des racines (NR) de lemna minor. (Tr : 
Traitée) et (Tm : Témoin) en fonction du temps.
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Tableau17: Le nombre des racines de lemna minor placées dans des eaux usées (Tr : Traitée) 
et (Tm : Témoin) en fonction du temps.

M oyenne Tm E cartype  Tm M oyenne T r E cartype  T r Test. T
15Jr 0,98551 ±0,46944 1,10909 ±0,5331 P=0,1789NS
18Jr 1,16456 ±0,40606 1,3 ±0,6144 P=0,053*
2 1Jr 1,18571 ±0,49028 1,4 ±0,54944 P=0,0441*
2 4Jr 1,35 ±0,49982 1,45455 ±0,57149 P=0,3091NS
2 7Jr 1,64 ±0,43116 1,75 ±0,46409 P=0,035*

T ableau  18: Analyse de la variance à un critère de classification de nombre des racines chez 
lemna minor placées dans des eaux usées (Tr : Traitée) et (Tm : Témoin).

Source ddl SCE CM Fobs P
date 4 3,325 0,831 2,22 0,075NS

E rre u r 75 28,063 0,374 - -
Total 79 31,388 - - -

- ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; C M  : carré moyen ; Fobs : test 
de Fisher ; P  : seuil de signification.
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2.4.3. Le d iam ètre  des feuilles :

La figure (18), indique les effets des eaux usées sur le diamètre des feuilles (DF) de 
lemna minor. Après 15 et18 jours de traitement, l ’augmentation de la longueur des feuilles est 
très hautement significative (P< 0,000), après 21jours de traitement l ’augmentation de DF est 
significative (p< 0.05) des traités comparativement au témoin, à 24 et 27 jours de traitement 
l ’augmentation de DF est hautement significative et non significative par apport au témoin, 
ces résultats sont confirmés par l ’analyse de la variance ANOVA à un critère de classification 
(Tableau 20).

Le test T de Student entre les témoins (Tm) et les traités (Tr) donne des différences 
significatives à très hautement significatives.

Cette augmentation est bien illustrée surtout après 27 jours de traitement. Les moyennes 
de diamètre des feuilles est de l’ordre de 3,4 mm chez Traités, et de 2,9818 mm chez les 
témoins.

F igure 18: les effets des eaux usées sur le diamètre des feuilles en (mm) de lemna minor (Tr :
Traitée) et (Tm : Témoin) en fonction du temps.
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Tableau19: Les moyennes de diamètre des feuilles de lemna minor placées dans des eaux 
usées (Tr : Traitée) et (Tm : Témoin) en fonction du temps.

M oyenne Tm E cartype Tm M oyenne T r E cartype T r Test. T
15Jr 2,18987 ±0,48240 2,77273 ±0,57854 P=2,70E-08***
18Jr 2,23571 ±0,51215 2,85455 ±0,48756 P=3,82E-08***
2 1Jr 2,62 ±0,62727 2,88 ±0,58519 P=0,02347*
2 4Jr 2,70588 ±0,543919 2,975 ±0,45220 P=0,0099**
2 7Jr 2,98182 ±0,48242 3,4 ±0,57854 P=0,086NS

T ableau  20: Analyse de la variance à un critère de classification de diamètre des feuilles en 
(mm) de lemna minor placées dans des eaux usées (Tr : Traitée) et (Tm : Témoin).

Source ddl SCE CM Fobs P
date 4 5,406 1,352 3,45 0,012**

E rre u r 75 29,344 0,391 - -
Total 79 34,750 - - -

- ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; C M  : carré moyen ; Fobs : test 
de Fisher ; P  : seuil de signification.
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2.4.4. L a  langueur des racines :

La figure (19), représente les effets des eaux usées sur la longueur moyenne des racines 
(LMR) de lemna minor après 15 jours de traitement après analyse de la variance ANOVA à 
un critère de classification (T ableau  22), montré une augmentation significative des traités 
par apport au témoin , après18 et 21 jours de traitement l ’augmentation enregistrée des traités 
par apport au témoin est non significative à très hautement significative (p< 0.000), après 
24et 27jours de traitement, indique une augmentation significative à hautement significative 
(p< 0.001) des racines traitées.

Le test T de Student entre les témoins (Tm) et les traités (Tr) donne des différences 
significatives à très hautement significatives.

Cette augmentation est bien illustrée surtout après 27 jours de traitement. la longueur 
moyenne des racines est de l ’ordre de 9,85 mm chez Traités, et de 6,96 mm chez les témoins.

F igure 19: les effets des eaux usées sur la longueur moyenne des racines en (mm) de 
lemna minor (Tr : Traitée) et (Tm : Témoin) en fonction du temps.
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Tableau21: les moyennes de la langueur des racines de lemna minor placées dans des eaux 
usées (Tr : Traitée) et (Tm : Témoin) en fonction du temps.

M oyenne Tm E cartype  Tm M oyenne T r E cartype T r Test. T
15Jr 5,27941176 ±3,65354618 7,48 ±5,73340183 P=0,02884*
18Jr 5,32857143 ±3,59436527 6,61818182 ±5,97057882 P=0,1971NS
2 1Jr 5,60759494 ±3,2558339 8,72727273 ±4,37778291 P=9,54E-05***
2 4Jr 6,95 ±5,1786049 9,30909091 ±4,17165358 P=0,0185*
2 7Jr 6,96 ±2,42402937 9,85 ±4,79074963 P=0,0020**

T ableau  22: Analyse de la variance à un critère de classification de la langueur en (mm) chez 
les racines de lemna minor placées dans des eaux usées (Tr : Traitée) et (Tm : Témoin).

Source ddl SCE CM Fobs P
Date 4 266,7 66,7 3,38 0,013**

E rre u r 75 1478,1 19,7 - -
Total 79 1744,8 - - -

- ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; C M  : carré moyen ; Fobs : test 
de Fisher; P  : seuil de signification.
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2.5. Les résu lta ts des analyses physico-chim iques des eaux :

2.5.1. T em p ératu re  et le pH  :

Les variations de température des eaux durant notre expérimentation sont illustrées dans le 
tableau 23. La température après la phytoépuration présente une diminution par rapport à celle 
des eaux usées brutes. La température après la phytoépuration est de 13,4 °C, ainsi pour les 
eaux usées brutes elle est de l ’ordre de 17,8 °C. Concernant le pH, on remarque une variation 
du taux de pH au niveau de l’eau avant épuration qui été de l ’ordre de (8.23), et il est de 
(7,35) après épuration.
2.5.2. C onductiv ité , o rthophosphate:

D ’après le tableau 23, on remarque une diminution de la conductivité de l ’eau de l ’oued, 
ainsi que les orthophosphates qui ont montré une diminution très importante après épuration, 
La concentration des orthophosphates après la phytoépuration est 1, 64mg/l pour un temps de 
séjour de 25, par contre à celles des eaux usées brutes la concentration des orthophosphates 
dépasse 1.81 mg/l.
2.5.3. Taux d ’alcalinité (TAC):

On remarque une diminution importante du taux d’alcalinité dans les eaux traités par 
lemna minor par rapport à celles des eaux usées brutes, où il passe de 300mg/l avant 
l ’épuration, après le traitement c’est 126mg/l.

D ’après le tableau 23, nous remarquons que les teneurs en calcium, magnésium et 
Chlorure après l ’épuration qui sont de l ’ordre de185, 97 mg/l, 167,26mg/l et de 332,97mg/l, 
sont inferieures à celles des eaux usées avant traitement qui sont de l ’ordre de 314,22mg/l, 
171,15mg/l, et de 854,92mg/l.
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T ableau  23: les résultats des analyses physico-chimiques des eaux avant et après le 
traitement :

A vant le tra item en t A près le tra item en t
T em p ératu re  des eaux 17,8°C 13 ,4°C
C onductivité (cond) 8,84ms/cm 4,78ms/cm
Salinité (sal) 5 ,0 /°° 2,67°°
T aux de salinité (T Sal) 4,35g/l 2,50g/l
T urb id ité 0,126NTU 0,053NTU
T aux d ’alcalinité (TAC) 300mg/l 126mg/l
D ureté  totale (TH) 1488mg/l 1152mg/l
Calcium  (C a2+) 314,22mg/l 185,97mg/l
M agnésium  (M g2+) 171,15mg/l 167,26mg/l
C h lo ru re  (C l-) 854,92mg/l 332,97mg/l
P hosphate  (PO 43-) 1,81mg/l 1,74mg/l
N itrite(N O 2) 0,003mg/l 0,003mg/l
Potentiel hydrogène (pH) 8.23 7.35
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3. Discussion :

Dans cette partie de notre travail, nous avons étudié la réponse biologique de notre 
modèle végétal à savoir Lemna minor vis-à-vis des eaux usées d ’oued Mellague.

Nous avons déterminé les effets des eaux usées sur : la biochimie de la plante aquatique 
Lemna minor à savoir : la teneur en protéines totales, la physiologie de macrophyte à savoir la 
chlorophylle a, b, et a+b, l ’activité enzymatique ainsi le GPX, et le taux de croissance 
durant trois durées de traitement 15, 20, et 25 jours.

Nous avons aussi réalisé des dosages de paramètres physicochimiques des eaux usées 
d’oued Mellague de la région de Tébessa avant et après épuration, qui ont montré que les eaux 
de surfaces d ’oued Mellague de la région de Tébessa s’avèrent entièrement chargées en 
polluants chimiques et une forte salinité et constituent une vraie menace pour 
l ’environnement, en particulier pour la vie et la santé de la faune et la flore.
3.1. Dosage des P rotéines :

Les résultats des dosages des protéines totales Lemna minor mettent en évidence, une 
augmentation très significative des taux de protéines, qui laisse suggérer une disponibilité des 
protéines dans les tissus foliaires Pouvant essentiellement être utilisé dans le développement 
des processus de reproduction (T lidjen Sara, 2014). De ce fait, la stimulation du taux des 
protéines enregistrée au niveau de la plante, traduit l ’existence des protéines synthétisées lors 
du stress généré par les eaux usées et/ou métaux lourds existant éventuellement dans les 
milieux hydriques expérimentaux.

Cette augmentation des protéines s’expliquerait aussi par le fait que la présence des 
polluants qui stimulent la synthèse protéique de nombreuses enzymes entre autres celles 
intervenant dans la détoxification, ce qui est en parfait accord avec les résultats de Stolt et al., 
(2003) qui indiquent que l ’exposition des plantes à différentes concentrations de cadmium a 
tendance de provoquer une augmentation de la synthèse des protéines particulièrement des 
phytochélatines dont le rôle est la détoxification.

Nos résultats concordent aussi avec ceux de M eksem  et al, (2007) sur les deux variétés 
de blé dur (GTA dur et Vitron) après traitement au FL SC et Tilt 250 EC deux fongicides, ou 
ils ont mis en évidence une augmentation significative de la teneur en protéines solubles, 
comparativement au témoin et ceci avec un effet dose réponse.

De nombreuses études ont montré que la teneur en protéines chez les macrophytes est 
diminué par l'accumulation de Pb dans des milieux aquatiques (G upta  et C han d ra , 1996; 
M ohan et H osetti, 1997). La réduction de la teneur en protéines a été observée chez la plante 
Lemna minor étudiée après 25 jours de traitement à l ’eau usée.
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3.2. Dosage de la chlorophylle :

Les résultats obtenus montrent une augmentation du taux de chlorophylle (a, b et a+b) 
chez la plante exposées à l ’eau pollué, Cette augmentation pourrait traduire une stimulation 
de la photosynthèse et peut être également expliquée, par les besoins en précurseurs pour la 
synthèse de certains polypeptides spécifiques (phytochélatines) via la photo respiration 
(R obert et R oland, 1998 ; L idia et al, 2004). Aussi ces résultats obtenus concordent 
beaucoup plus avec ceux de H arrieche, O. (2004), qui rapporte un effet stimulateur du 
cadmium sur la teneur en chlorophylle.

La teneur en chlorophylle est un paramètre qui est sensible à la toxicité des métaux 
lourds. (G up ta  et C h an d ra , 1996).

Nous avons procédé au dosage des teneurs moyennes en chlorophylle a  et b, et 
chlorophylle totale (a+b) paramètres susceptibles de nous indiquer un éventuel stress, car 
considérées comme bio-marqueur de la toxicité des végétaux puisque des corrélations entre 
les densités cellulaires et les paramètres de la fluorescence photosynthétiques ont prouvé que 
ces dernières pouvaient être considérées comme bio-marqueurs de la toxicité, dans le cadre de 
la pollution environnementale. (Dewez et al, 2007).

Les auteurs suivants M uhittin  Dogan et al, (2009), Saygideger et Dogan (2004); 
Saygideger et al, (2004) on noté une réduction dose réponse des teneurs en chlorophylle (a , b 
et a+b) respectivement chez Elodea canadensis et Lemna minor, exposées à différentes 
concentrations de plomb.

Une autre étude selon El zbieta  K ielak  et al, (2011) sur la phytotoxicité d’un herbicide 
Roundup Ultra 360 SL sur la lentille d ’eau Lemna minor, a montré une diminution des taux de 
chlorophylle a, b et a+b , en augmentant la dose de l ’herbicide. La réduction de la teneur en 
chlorophylle a été observée chez la plante Lemna minor étudiées après 25 jours de traitement 
à l’eau usée.
3.3. Dosage de L a  g lu tath ion  peroxydase (GPX) :

Nous avons observé que l ’activité de GPX est inchangée par rapport au témoin après 15 
et 20 jours, une stimulation significative de GPX après 25 jours de traitement.

Notre travail est en parfait d ’accord avec les travaux de Souguir D alila, (2009) qui ont 
montre une activité de la GPX est inchangée durant le traitement quelque soit la dose du 
métal.

Une forte activité de GPX pourrait être un signe de stress oxydatif sévère ou un 
mécanisme de réponse efficace au stress (Z latev et al, 2006). Sa présence au niveau du
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cytosol de la paroi cellulaire et dans les vacuoles permet de former de l'eau à partir de 
peroxyde d'hydrogène.

L'activité de la GPX varie considérablement selon les espèces végétales et les 
conditions de stress (Gill et T u te ja , 2010 ; P assard i et al, 2005), Les activités peroxydase 
élevés dans les plantes aquatiques ont été liés à la tolérance aux polluants. (Lavid et al, 2001; 
Roy et al, 1992).

Cette activité peut représenter une réponse de ces plantes au stress oxydatif provoqué 
probablement par l ’accumulation des xénobiotiques au niveau cellulaire.

D'autres métaux sont capables de modifier son activité tels que le cuivre (Jouili et El 
F erjan i, 2004; Bouazizi et al, 2007) et le nickel (Baccouche et al, 1998).
3.4. Les param ètres m orphologiques:

Les lentilles d ’eau possèdent une très bonne croissance tout au long de l ’étude. En effet, 
les conditions de ces eaux (provenant d ’oued Mellague) ne représentent aucun signe 
défavorable quand au développement de ces végétaux. Notre travail est en parfait d ’accord 
avec les travaux de C hafaa  et al, (2015), qui rapporte chez lemna minor aucune difficulté de 
culture surtout à la surface des eaux à fort taux de nitrates et riches en matières organiques. 
Cette plante tolère un niveau de ph inférieur à 4 et même supérieur à 8 et des températures 
allant de 16 à 32 °C (Saint-m axent, 2002). Les lentilles d’eau ne possèdent aucune exigence 
particulière à l’égard de la température ou de la lumière. (W olff et L andolt, 1994).

Chez les lentilles d ’eau, l ’effet des substances toxiques peut être estimé par différents 
paramètres comme le nombre des frondes, la biomasse et la surface foliaire (Tkalec et al, 
1998), en plus de leur large utilisation, présentent l ’avantage d ’être simples et compatibles 
avec un grand dispositif expérimental.

D ’autre part, les lentilles d ’eau constituent un bon modèle expérimental vu leur 
croissance rapide et la facilité de culture et de récolte. En effet, elles ont été très utilisées pour 
l ’évaluation de la toxicité des polluants, comme les huiles industrielles, les métaux lourds, les 
hydrocarbures et les pesticides. (A ter et al ; 2006).
3.5. Les param ètres physico-chim iques :

Nous avons enregistré des résultats remarquables pour les différents paramètres 
physico-chimiques avec une diminution des taux de la conductivité, la température, salinité, 
PH, TH...etc., car les lentilles d ’eau lemna minor accumulent les sels ce qui explique cette 
réduction.
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3.5.1. Le PH  :

Pour le processus d’épuration aérobie, la biomasse à besoin d’un pH proche de la 
neutralité pour réaliser son activité épuratrice (F ranck , 2002), c’est le pH le plus favorable à 
l ’activité bactérienne. Il apparait assez nettement que la vitesse de la nitrification est 
influencée par le pH.

Nos résultats obtenus concordent beaucoup plus avec les travaux de (M anel D errad ji, 
2015), Dans le filtre sans roseaux, le pH est légèrement plus élevé que celui de filtre planté 
des roseaux.

Plusieurs facteurs peuvent également expliquer cette baisse de pH parmi eux 
l ’accumulation de CO2 due au métabolisme des plantes ou à la dégradation de la matière 
organique par les bactéries hétérotrophes (A ttionu, 1976 ; Jedicke et al, 1989, M ancer, 
2010).
3.5.2. L a  tem p éra tu re  :

La température agit également comme facteur physiologique sur le métabolisme et la 
croissance de la plupart des organismes vivant dans l ’eau, notamment ceux microscopiques et 
est, de ce fait, directement liée à la vitesse de dégradation de la matière organique. (El 
H achem i, 2012).
5.3.La conductivité :

Notre travail est en parfait d ’accord avec ceux de (T anner et al, 1995).Les Phragmites 
australis ont tendance à accumuler les sels dissous ce qui explique la diminution de la 
conductivité de l ’eau au niveau des cuves plantées des roseaux. Concernant la cuve non 
plantée la diminution pourrait être expliquée par la filtration et la sédimentation des particules 
et des sels minéraux à travers le m assif de sable et de gravier.

D ’après, B ensm ina et al, (2009) mis en évidence une réduction des ions ammonium et 
nitrates après le passage des eaux usées à travers le système d’épuration planté et non planté. 
Les mécanismes prédominants dans l ’élimination de l ’azote dans les lits plantés sont la 
conversion microbienne sous forme gazeuse et le stockage dans le sol, les détritus et la 
biomasse végétale. La séquence nitrification-dénitrification est considérée comme le 
processus majeur d ’élimination de l ’azote à long terme.

Ainsi, G arcia  et al, (2005) ont montré, que les macrophytes absorbent principalement 
de l’azote inorganique sous forme de nitrates (NO3-) et d ’ammonium (NH4+) ces nutriments 
sont utilisés par la plante pour la croissance de ses tissus, ce qui explique leur diminution dans 
les deux filtres plantés.
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Selon M ancer, (2010), le phosphore est un constituant essentiel pour le développement 

des plantes, qui est assimilé sous forme d’orthophosphate au niveau de leurs racines.
L ’élimination des orthophosphates peut impliquer deux phénomènes différents : soit 

l ’absorption par le substrat y compris la litière ou la consommation par les plantes, ce qui 
explique leur diminution après l ’épuration.
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CONCLUSION

Les scientifiques sont toujours à la recherche du meilleur moyen permettant l ’épuration 
des eaux usées avec le minimum de dépense et le maximum d’efficacité. La phytoépuration 
s’avère un moyen d’épuration écologique est avantageux à plus d ’un titre.

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

Dans notre travail nous avons utilisé une plante macrophyte : lemna minor pour 
l ’épuration des eaux usées, les résultats obtenus ont montré l ’efficacité de cette plante dans la 
phytoépuration.

Nous avons travaillé avec les eaux usées de la ville de Tébessa notamment la région 
d’El Aouinet (Oued Mellague).

Les différents paramètres mesurés pour ces eaux indiquent évidemment une pollution 
importante. Les résultats des principaux indicateurs physico-chimiques (T, pH, Turbidité, 
NO2 ....), ont révélé des valeurs inférieures à la norme algérienne. En revanche nous avons

2~b 2~bremarqué des concentrations importantes de (Cl-, Ca , Mg , T H . .) qui sont supérieures à la 
norme algérienne.

Nous avons enregistré des résultats remarquables pour les différents paramètres 
physico-chimiques avec une diminution des taux de la conductivité, la température, 
salinité...etc. Car les lentilles d’eau lemna minor ont la possibilité d ’accumulation des sels ce 
qui explique forcement cette réduction.

Les effets de ces eaux polluées se manifestent par une perturbation au niveau du 
système métabolique des lentilles d ’eau lemna minor conduisant à des troubles au niveau des 
fonctions physiologiques. Différentes analyses telles que le dosage des protéines, 
chlorophylles, et certains enzymes ont été effectuées sur cette plante.

Sur le plan biochimique et enzymatique, Les résultats obtenus semblent converger vers 
la mise en évidence du caractère toxique oxydatif des polluants présents dans les eaux usées, à 
travers l'étude des métabolites et des activités antioxydantes d'enzymes telles que la GPX.



Nous avons noté les modifications métaboliques, enzymatiques et morphologiques 
suivantes :

• Une activité inchangée par rapport au témoin de la GPX à 15 et 20 jours de 
traitement. Par contre après 25 jours nous remarquons qu’il y a une stimulation significative 
de l ’activité de la GPX.

• Ainsi une augmentation significative des protéines totaux et de la teneur en 
chlorophylle (a, b et a+b) de la plante.

• Augmentation du nombre des feuilles et des racines, ainsi que le diamètre et la 
longueur de ces derniers.

Tenant compte de la tolérance, de la capacité d ’accumulation et de la productivité en 
biomasse, L. minor montre des potentialités réelles pour d ’éventuelles applications dans les 
technologies de phytoépuration, et spécialement le traitement des eaux usées.

En perspective, il serait intéressant de doser les métaux lourds et surtout ceux déversés 
par les usines avoisinantes au niveau des eaux usées, ainsi qu’au niveau des différents parties 
de la plante. Il serait aussi très intéressant d ’investir d ’autres aspects toxicologiques en 
mettant l’accent entre autres sur les processus de détoxification qui ont lieu au niveau 
cellulaire (Phase I et II) et ce, afin de mieux cerner le devenir des xénobiotiques et leur 
capacité cytotoxique.
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Annexe 1 : les courbes d ’étalonnages :
1- Dosage de pro téine :
L ’équation de régression est :
C2 = 0,305462 + 0,0081224 C1
S = 0,222899 R-carré = 69,9 % R-carré (ajust) = 62,4 %

Les annexes

Graphique de la régression
C2 = 0.305462 + 0 .0081224 C1 

S = 0 222899 R-carré = 69.9 % R -carré(ajust) = 62.4 \

0 . 0  —  i

Û 10 20 30 40 30 30 70 50 30 100

Cl

F iguer 01 : La courbe détalonnage pour le dosage des protiènes



2- Dosage de GPX :
L ’équation de régression est 
C2 = 0,0781619 + 0,0024584 C1
S = 0,0611355 R-carré = 73,9 % R-carré (ajust) = 67,4 %

Graphique de la régression
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Annexe 02 : les protocoles des dosages p ou r les analyses des eaux :
1-dosage de la som m e de calcium  et de m agnésium  (m éthode te trim étriqu e  à l’EDTA). 
{Iso 6059 : R odier J , 1984}:

❖ R éactif :
❖ Solution tampon : dissoudre 67,5g de chlorure d ’ammonium(NH4Cl) dans 750ml de 

solution ammoniacale [25%(m/m) ; et 0,910g/ml] ajouter ensuite 0,5g du sel di-sodique de 
magnésium de l’EDTA (C10H 12N 2O8NO2Mg) et diluer à 1000ml avec l ’eau.

❖ EDTA : solution titrée (NO2 EDTA) :10mmol/l
❖ M ode opérato ire  :

A l ’aide d ’une pipette, introduire 50ml de l ’échantillon préparé dans une fiole conique 
de250ml. Ajouter 4ml de solution tampon et 3goutter de l ’indicateur au mondant noir.
Solution doit se colorer en violet et sou ph doit être de10. M élanger et doser immédiatement. 
Ajouter la solution d ’EDTA tout en continuant d ’agiter. Verser lentement, puis goutte à goutte 
dés que la couleur de la solution commence à virer du violet au bleu. Le visage est atteint 
lorsque la couleur ne doit plus changer avec l ’ajout d’une goutte supplémentaire de la solution 
d’EDTA.

❖ Expression des résu lta ts :
La teneur globale eu calcium et magnésium, [ca] + [mg] exprimée eu mmol/l est donnée 

par l ’équation :
[ca] + [mg]= C 1 x  V3/V0 

Ou ; C 1 : est la concentration en EDTA exprimée en mmol/l.
V0 : est le volume en ml de la prise d ’essai.
V3 : est le volume en ml de la solution de l ’EDTA utilisé pour le dosage.
2-dosage des ions n itrites (N O 2) (M éthode spectrom étrique) :

La méthode est applicable à des concentrations des ions nitrites de 0,005à 10mg/l de 
NO2 (en N). À des concentrations plus élevées, on doit opérer une dilution (mesurée à 
540nm).

❖ R éactif :
S  Solution de nettoyage : solution d ’acide chlorhydrique (à d=1,12g=20%).
S  Solution du réac tif : 20 g de sulfamide (C6H 16N 2O2S) à dissoudre dans un mélange de 

50ml d ’acide phosphorique (d=1,71g/ml=85%de masse) et 250ml d ’eau distillée .dans 
cette solution dissoudre 1g de N-(1-Naphtyl)-éthyléne diamine- 
dichlorohydraté.(C 12H 16CL2N 2).
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Compléter avec l ’eau distillée dans une fiole jaugée à un volume de 500ml, cette solution est 
stable pendant un moins si elle est garder à l ’obscurité (bouteille en verre marron bien fermée) 
et 4°C au frigo.

S  Solution s tan d ard  de 100mg/l : dissoudre 0,492g ±0,0002 de nitrites de sodium 
(NO2SO2), sécher pendant 2heures à 105°C dans 750ml d ’eau distillée complète à 1l 

1ml=100g=0,1mg de N O 2-N. Cette solution est stable pendant un moins à l ’obscurité et à4°C.
❖ M ode opérato ire  :

Dans le cas d ’échantillons troubles, il faut filtrer ceux-ci sur un filtre à membrane de 
0,45^m. introduire 40ml de l ’échantillon (filtre) dans une fiole jaugée de 50ml. Ajouter 1ml 
de la solution du réactif. Bien mélanger, compléter à 50ml, vérifier que le ph soit<1,9 (à un ph 
ajouter de l’acide phosphorique).

33- déterm ination  des phosphates (PO 4 -). {Iso : 6878} :
❖ R éactif :

1. réactif-m élange :
A-13g d’heptamolybdate d’ammonium+100ml d ’eau distillée.
B-0,35g de tartrate d’antimoine+ 100ml d ’eau distillée.
C-150ml d ’acide sulfurique concentré+300ml d ’eau distillée.
-mélanger (A+C) +B=500ml (stable pendant 2moins).

2. Acide ascorbique :
10g d ’acide ascorbique +100ml d’eau distillée.

❖ M ode opérato ire  :
Prendre 40m ld’eau à analyser, 1ml d ’acide ascorbique, ajouter 2ml du réactif-mélange, 

incubation pendant 10min, l ’apparition de la coloration bleu indique la présence des PO4 - .
❖ Expression des résu lta ts : le résultat est donné directement en mg/l

4-dosage des C hlorures (m éthode de m ohr). {Iso 9297} :
❖ R éactif

-n itra te  d ’argen t : dissoudre 4.791g de nitrate d ’argent (AgNO3) dans l ’eau. Séchés au 
préalable à 105°C et compléter à 1000ml dans une fiole jaugée.
-chrom ate  de potassium  : dissoudre 10g de chromate de potassium K2CrO4 dans l ’eau et 
diluer à100ml.

❖ M ode opérato ire  :
A l ’aide d’une pipette, introduire 100ml de l ’échantillon préparé dans une fiole conique de 
250ml. Ajouter 1ml d ’indicateur de chromate de potassium et titrer la solution par addition
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goutte à goutte de solution de nitrate d ’argent jusqu’à ce que la solution preuve une couleur 
rougeâtre. Un essai à blanc est traité de la même fonçons.

❖ Expression des résu ltats 
La concentration eu chlorure, [cl], exprimée en mg/l est donnée par la formule suivante :

[Cl]= (Vs-Vb) x C x F/V a 
[Cl] : est la concentration de chlorure 
Va : est le volume en ml de l ’échantillon
Vb : est le volume en ml de la solution de nitrate d ’argent (blanc)
Vs : est le volume en ml de la solution de nitrate d ’argent (l’échantillon)
C : est la concentration en moles d’AgNO3 par litre, de la solution de nitrate d ’argent :

C=0,0282039mol/l.
F  : est le facteur de conversion.

F=35,453mg/mol.
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