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DECONTAMINATION DES SOLS CONTENANT DES METAUX
LOURDS, A L'AIDE DE PLANTES ET DE MICRO-ORGANISMES

RESUME

Certains métaux lourds a I'état de trace dans la nutrition des plantes, des animaux et de
I'homme, non seulement ne sont pas dangereux mais sont nécessaires pour la vie. C'est en fait
les quantités présentes et leurs formes chimiques qui rendent éventuellement ces éléments
toxiques.

Dans le cadre de ce travail, on a présenté une technique biologique pour la dépollution
des sols contaminés. On a sélectionné des champignons et des plantes susceptibles
d'accumuler les métaux lourds et de diminuer leurs quantités dans les sols pollués. L'effet
toxique des boues industrielles contenant des quantités élevées de métaux lourds a été estimé
sur la croissance des champignons et des plantes.

L’étude de I'impact de I’effet de la concentration des métaux lourds sur les
champignons montre que certains champignons métallo-tolérants peuvent survivre dans un
milieu contenant jusque 30 g/ | de métaux lourds. Pour des teneurs des métaux lourds de 12 et
30 g/ 1 dans le milieu, une souche d'ascomycete ( Penicillium expansum ) peut accumuler
environ 40 et 90 fois de métaux lourds par rapport au champignon témoin. Cependant, la
quantité des métaux lourds retenue par ces micro-organismes, par rapport a leurs quantités
totales du milieu, est négligeable.

Parmi les plantes testées, la tomate ( Lycopercicum esculatum ), I'arroche ( Atriplex
hastata ) et la carotte ( Daucus carota var. sativa ) présentent une grande tolérance aux sols
contenant des doses €levées de métaux lourds. Elles sont aussi capables d'accumuler certains
métaux dans les parties hypogées ( tomate et arroche ) ou les épigée ( carottc ).

Certains plantes se développent spontanément dans les boues industrielles prouvant
leurs capacité d'adaptation vis-a-vis des €éléments polluants. Parmi ces derniers certaines
especes montrent une capacité d’accumulation jusque = 11 fois celle de plantes témoins.

La réalisation de ces expériences permet une réduction de la teneur de ‘I'agent nocif’.
Ceci représente une premiére étape dans le processus de dépollution du sol et contribue a la
protection de l'environnement.

MOTS-CLES : métaux lourds, fer, zinc, cuivre, nickel, chrome, cadmium, toxicité,.
accumulation, bio-accumulation, plantes, champignons, bio-
détoxication, dépollution, sol, boue, environnement.



Decontamination Of Soils Containing Heavy Metals By
Plants And Micro-Organisms

ABSTRACT

Traces of certain heavy metals in the nutrition of plants, animals and men are not
dangerous and are necessary for life. It is the quantity present and the chemical nature that
make those elements eventually toxic.

In the frame of this work, a potential biological technique is presented for the soil’s
decontamination. A selection of fungus and plants susceptible of accumulating heavy metals
and decreasing their content in the polluted soils was used in this study.

The toxic effect of industrial sludge having high content of heavy metals have been
estimated for the growth of fungus and plants.

The study of the impact of heavy metal concentration on fungus indicates that certain
mushroom metal-tolerance could survive in solutions containing up to 30 g/ I. of heavy metal
concentration. For heavy metal concentrations equal to 12 and 30 g/ |, a species of
ascomycetes ( Penicillium expansum ) can accumulate heavy metals about 40 and 90 times of
that of uncontaminated fungus, respectively. However, the quantity of heavy metal retained
by these microorganisms, with respect to their total amount in the solution, is negligible.

Among the tested plants, tomatoes ( Lycopercicum esculatum ), atriplex (Atriplex
hastata ) and carrot (Daucus carota var. sativa ) are tolerant with respect to soil containing
high amounts of heavy metals. They are capable of accumulating certain heavy metals in the
( tomatoes and atriplex) or in the roots ( carrot ).

Certain plants grow spontaneously on the industrial sludge demonstrating their
capacity of accommodation with respect to polluted soils. Among these species some show an
accumulation capacity of about 11 times that of uncontaminated ones.

The realization of these experiences allows the reduction of the ‘harmful agent’
content in the soil. This represents a first step in the process of soil decontamination and
contributes to environment protection.

KEY WORDS : heavy metals, iron, zinc, copper, nickel, chromium, cadmium, toxicity,
accumulation, biodecontamination, plant, fungi, bioremediation,
décontamination, soil, sludge, environment.



INTRODUCTION

La pollution de I'environnement est devenue en quelques décennies un des problemes
majeurs qui conditionne l'avenir de notre civilisation. En effet, les dégradations de plus en
plus étendues qui résultent de la pollution de 1'écospheére compromettent la stabilité des
écosystemes affectés et par conséquent le renouvellement de ressources naturelles
biologiques, voire minérales, considérées voici peu encore comme inépuisables et gratuites,
telles l'air, I'eau et le sol.

La nature a les moyens de répondre a ces agressions progressivement et trouve une
solution adaptée pour la survie de ses propres composants. Cependant, elle est
malheureusement inadaptée aux concepts ‘temporels’ et ‘financiers’ de l'industrie. Les
techniques industrielles traitant les polluants chimiques ont une efficacité limitée et
conduisent le plus souvent a une accumulation importante de boues contenant des produits

indésirables souvent toxiques pour I’environnement.

Si 'on consideére une boue riche en métaux lourds, son lessivage par les eaux de pluies
entrainera des quantités croissantes d'éléments, et en fonction du temps, ces derniers
atteindront la nappe phréatique. C'est pourquoi il est nécessaire d'interposer entre les boues et
le sol une bache imperméable, empé&chant cette migration pour une période plus au moins
importante. Mais les bacs ainsi institués, ne peuvent pas non plus se multiplier a I'exces et
lorsque leurs capacités sont atteintes, I’activité de I'entreprise peut étre arrétée. .’

I nous semble possible d'utiliser des techniques biologiques, complément
indispensable des techniques chimiques et industrielles traditionnelles, en vue de dépolluer les
sols ou les boues. Ainsi on peut prolonger plus ou moins la durée potentielle d'utilisation de
ces bacs. D’autre part, il est possible que les résidus du traitement biologique, dans certains
cas, soient utilisés pour recycler les métaux lourds dans les installations actuelles de

I’industrie métallurgique.

Les méthodes biologiques offrent une nouvelle alternative de traitement ‘in situ’” pour
certaines pollutions, elles sont de faibles cofits et privilégiées par rapport aux autres
méthodes. Jour apres jour les biotechnologies prennent une part croissante pour résoudre des
problémes environnementaux. De nouveaux marchés s'ouvrent a ces techniques déja

employées dans divers procédés de traitement de I'eau, des déchets ou des sols pollués.

Depuis plusieurs siécles, il a é1é démontré que la présence de certains métaux lourds
(Cu ou autres) dans les sols conduit & une croissance et une coloration anormale des plantes
(Agricola, 1556; Wild, 1968; Shewry et al, 1979; Wildeman, 1921; Bazargan, 1989).



Il nous semble intéressant dans la mesure ou ces phénomeénes résultent d'une
accumulation de certains ‘ cations ‘ d'utiliser des végétaux pour détoxiquer les sols pollués
par des métaux lourds.

Deux hypotheses de travail sont envisageables (Figure 1) :

- une concentration des éléments dans les tissus végétaux, hypothése séduisante dans
la mesure ot les produits indésirables s'accumulent de fagon préférentielles dans
les parties épigées (fauchage) ou les parties hypogées (sarclage). On pourrait alors,
par simple incinération, réduire de fagon substantielle la quantité de métaux dans
les boues et augmenter d'autant la durée d'utilisation de certains sites. Une
adsorption ou une absorption par les micro-organismes (champignons) est
également possible.

- une immobilisation ou une conversion des polluants par les micro-organismes.

PLANTES
ET
MICROORGANISMES —

MICROORGANISMES

YERS LA NAPPE
PHREATIQUE

I: Absorption progressive des métaux par les plantes et les micro-organismes suivie par :
- I’incinération (1),
- le recyclage ou stockage de volumes réduits de polluants (2),

II: Inactivation par les micro-organismes.

Figure 1 : Décontamination biologique potentielle des boues.

Les recherches actuelles portent sur les effets d'un ou plusieurs composés métalliques
sur la croissance de champignons ou des plantes. Elles abordent rarement l'effet d'un nombre
élevé de composés métalliques, comme c’est le cas pour la boue industrielle, sur la

germination et la croissance des plantes et des champignons.

Ce travail est consacré a I’étude de I’effet de la présence de plusieurs composés de
métaux lourds sur les plantes et les champignons. De plus, la répartition des métaux lourds

parmi les différentes parties des plantes sera précisée.



CHAPITRE 1

GENERALITES SUR LES METAUX LOURDS

I. 1. Définitions :

Depuis I'ancienne définition présentant les métaux comme ‘les €léments rigides,
malléables et polissables’, on n'a pas encore trouvé une définition satisfaisante relative aux
particularités de ce groupe d’éléments. Selon Furst (1977) ‘Nous connaissons les métaux,
mais nous avons peu d'information d'eux.’” En d'autre terme, on connait la chimie de métaux

mais la connaissance de leur biochimie est plus faible (Beyersmann 1991).

Les premieres définitions de métaux lourds ont reposé sur ce qualificatif de ‘lourds’
qui évoque une notion de poids spécifique, donc de densité. L’Encyclopédie de sciences
chimiques (1964) a présenté ces €léments comme les métaux qui ont une masse volumique
supérieure a 4 g/cm3. Lapedes (1974) réservait ce terme a ceux, dont la densité est
approximativement 5 g/cm3 ou plus, Fastner et al (1974) définissait les métaux lourds comme
ayant une densité supérieure a 6. Burrel (1974) enfermait les métaux lourds a I'intérieur d'un
rectangle délimité, dans le tableau de Mendeleiev, par le titane et I'hafnium d'une part, et
I'arsenic et le bismuth d'autre part. Ces métaux ont une densité€ de 4,5 a 22,5. Selon Phipps
(1981) un métal est dit lourd lorsque le nombre atomique (Z) est > 20.

A cause des densités €levées de certains métaux toxiques de nombreux auteurs ont
pris I'habitude d'utiliser le terme ‘métaux toxiques’ a la place de métaux lourds. Depuis
plusicurs décennies, l'opinion générale confond métaux lourds et métaux toxiques. Mais"
aujourd'hui il est clair que certains métaux lourds non seulement ne sont pas toxiques mais
qu'a I'état de traces, ont un role essentiel dans le métabolisme des vivants. En effet, ces
¢léments sont désignés comme oligo - éléments. D'autre part, certains métaux plus légers, par

exemple le béryllium avec une densité de 1,85, sont connus pour leurs fortes toxicités.

1. 2. Propriétés physico-chimiques :

Pour étudier les mécanismes d'action des métaux lourds il est nécessaire de connaitre
leurs propriétés physico-chimiques et biologiques d'abord a I'état d'ion libre puis dans la
formation des complexes organo - métalliques.



Tableau I. 1 : Propriéités physico-chimiques de quelques métaux lourds.

Métal Symbole  Numéro Masse Valence Point de Point d’ Densité
atomique  atomique fusion °C ébullition °C
Chrome Cr 24 51,99 6,5,4,3,2 1875 2 682 g
Fer Fe 26 55,85 2, 3% 1335 3 000 7,90
Nickel Ni 28 58,70 2,3 1 555 2 837 8,90
Cuivre Cu 29 63,55 1,2 1 083 2 595 8,94
Zinc Zn 30 65,38 2 419 907 7,14
Cadmium Cd 48 112,48 2 321 767 8,65

* Les chiffres en gras correspondent 4 la valence la plus courante.

Les métaux lourds posseédent un caractere électropositif qui leur confére la faculté de

perdre facilement un ou plusieurs électrons pour former des cations de charge variable (Lee,

1979). Compte tenu de 1'étendue du domaine englobant le terme de ‘métaux lourds’, nous

limiterons notre propos aux éléments présents dans les boues utilisées: Fe, Zn, Cu, Ni, Cr et

Cd.

Comme on peut le constater sur le tableau de Mendeleiev, la plupart des métaux

lourds, sont situés dans le centre du tableau au niveau des métaux de transition. En se

reportant au tableau I. 2, qui donne la structure électronique des éléments, on voit que la

couche M possede trois niveaux d'énergie (s, p, et d).

Tableau I. 2 : Structures atomiques des certains métaux lourds.

K L M N
Symbole 7Z ls 25 2p 33 3p 3d | 4s 4p 4d
K 19 2 2 6 2 6 1
Ca 20 2 2 6 2 6 2
Se 21 2 2 6 Z 6 1 2
Ti 22 2 2 6 2 6 2 2
A% 23 2 2 6 2 6 3 2
Cr 24 2 2 6 2 6 5 1
Mn 25 2 2 6 2 6 5 2
Fe 26 2 2 6 o 6 6 2
Co 27 2 2 6 2 6 7 2
Ni 28 2 2 6 2 6 8 2
Cu 29 2 2 6 2 6 10 1
Zn 30 2 2 6 2 6 10 2




Les niveaux s et p sont complets avec deux et six €lectrons. Le niveau d, qui sera
complet avec dix électrons, ne commence a se remplir, dans la couche M, que lorsqu'il existe
déja deux électrons s sur la couche N suivante (de Sc a Zn). C'est une structure €électronique
particuliére qui permet a ces éléments d'accueillir des électrons sur des orbitales périphériques
d'hybridation (Kolodkine, 1972).

Il en résulte de nombreuses propriétés dont I'existence de plusieurs degrés d'oxydation,
donc d'un potentiel redox, et la tendance a donner des liaisons de coordinence avec de
nombreux groupes ligands™, donneurs d'électrons. Ces groupes de ligands sont trés nombreux
au niveau des acides aminés, et surtout des protéines. Evidemment, la substance chélatante
dépend spécifiquement de I'oligo-€élément considéré.

I. 3. Réle physiologique :

Onze des oligo-éléments (Fe, Zn, Si, Cu, Mn, Ni, Co, Se, F, Cr, Mo, Sn, V, Al) sont
des métaux et tous sont des métaux lourds (Morrison 1979). Ces éléments se trouvent a tres
faible concentration dans les tissus vivants. Cependant, ils y jouent des roles importants dans
les réactions métaboliques et fonctionnent d'ordinaire comme un centre coordinateur de la
structure et de la stabilité des enzymes et des protéines (Goudot-perrot 1983). Jouant un rdle
des plus variés dans les réactions biologiques et selon leur concentration, ils sont soit
considérés comme métaux toxiques soit comme €éléments nécessaires. Certains de ces
éléments peuvent créer des liaisons métal - protéine et sont capables de modifier la structure
tertiaire de la protéine (figure I. 1).

Cys 46
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Figure I. 1 : Modification de la structure tertiaire de la protéine (alcool
déshydrogénase) par le zinc (Chappuis 1991).

La figure 1. 2 présente un exemple de I'action du zinc sur des protéines dont le role est
de pénétrer dans la chaine d'ADN a un endroit précis pour ouvrir cette chaine et permettre la
synthése de I’ARN par I'ARN polymérase ADN dépendante (Eichhorn et al, 1986 Chappuis,
1991).

* Dans un groupe polyatomique (complexe), les atomes, radicaux ou molécules liés  I’atome central sont
appelés ligands (Kolodkine, 1972).



Figure L. 2 : Structure en doigts a zinc d'une protéine intercalante de I'ADN.

Certaines de ces protéines trés importantes dans la régulation des génes, sont des “Zinc
finger proteins’ ou protéines en doigts a zinc. Elles possédent dans leur séquence des
molécules de cystéine ou d'histidine régulierement espacées. Ceci permet, en fixant du zinc,
de prendre une structure opérationnelle en hélice alpha qui va s'intercaler dans la zone
complémentaire de I'ADN. Cet effet de zinc explique son action sur la multiplication ou la
différenciation cellulaire (Chappuis, 1991).

Un certain nombre de métaux lourds (Fe, Zn, ...) participent a la défense immunitaire.
Leur mécanisme d'action fait intervenir des enzymes, mais aussi des molécules jouant un role

dans la transformation des cellules lymphoides grace a des récepteurs de membrane.

Les métaux lourds interviennent aussi dans la lutte contre les radicaux libres de

I'oxygene, conséquence parfois heureuse, parfois toxique de la vie aérobie.

Bien qu’ils soient présents a I'état de trace, les métaux lourds peuvent renforcer la
solidité de certains tissus.

Certains métaux lourds sontindispensables dans la nutrition des vivants. Ils ne
peuvent provenir que du milieu extérieur. L’alimentation devra donc en apporter une quantité
suffisante pour assurer de fagcon optimale I'ensemble des fonctions biologiques dépendant de
chaque élément.

Bien que chacun des métaux lourds ait son role physiologique, I'effet le plus manifeste
est leur action sur les enzymes et les réactions enzymatiques qui se font seulement en
présence d'ions métalliques (Goudot-Perrot, 1983). Pour que dans le milieu cellulaire
plusieurs réactions métaboliques puissent se produire simultanément, il faut que chacune des
réactions soit ‘isolée’ des autres. Une telle configuration est assurée grice a la formation de
complexes enzyme - métal - substrat ot la réaction catalytique se produit a l'intérieur de ce

complexe ainsi ‘isolé’.



Les métallo-enzymes, comme les indiquent leurs noms, contiennent éventuellement du
cuivre, du zinc, du fer, du cobalt, ... Ces éléments ont un rdle important dans la composition
des enzymes précitées.

Du point de vue des besoins en métaux, on peut classer les enzymes en deux

catégories :
- les enzymes pour lesquelles il a été montré qu'un métal spécifique est un
composant intégral,
- celles pour lesquelles un ou plusieurs éléments agissent comme activateur (Coic,

etal. 1989).

Le cation métallique intervient alors comme intermédiaire pour lier les molécules qui
doivent interagir. Mais le plus souvent le cation métallique agit comme agent oxydo -
réducteur.

En général les catalyses par certains métaux lourds sont comparables aux réactions
entrainées par le métal seul et celle du systeéme enzymatique. Cependant, ces réactions sont
plus rapides en présence de catalyses que par un métal isolé et certains produits toxiques ne
résultent pas de ces réactions enzymatiques. Par exemple, la catalyse de 'oxydation de l'acide
ascorbique par Cu2+ est accrue approximativement 1 000 fois par I'enzyme cuprique (acide
ascorbique oxydase) et le peroxyde d'hydrogene (H202) n'est pas généré par la réaction
enzymatique. Ceciindique une différence possible entre les deux mécanismes (Coic, et al.
1989).

[. 3. 1. Role physiologique du fer :

C’est un élément essentiel a tous les organismes vivants. Le fer participe au transport
de l'oxygeéne et joue un rble primordial dans la biodisponibilité de ce dernier. L'importance du
role du fer sur la santé est reconnue depuis des millénaires. Les besoins en fer sont si
importants qu'il est souvent classé parmi les macro - éléments, mais il a un role
exclusivement oligodynamique. Le fer joue un réle essentiel dans de nombreuses fonctions
biologiques. Chez les végétaux, il est indispensable & la synthése de la chlorophylle, sa

carence entraine rapidement une chlorose (Richter, 1993).

Dans la plupart des cas, il agit au sein d'une molécule organique par le jeu du
changement de valence qui lui permet de passer de fagon réversible de I'état bivalent a |'état
trivalent par la perte d'un €lectron. On le trouve donc au sein de catalyseurs biochimiques
assurant I’oxydoréduction. Les plus fréquents sont les hémoprotéines, dont le groupement
prosthétique ou héme est constitué de quatre noyaux pyrroles en cercle (Figure I. 3). Le fer
est chélaté entre les quatre pointes azotées et peut encore contracter deux autres liaisons. Les
cytochromes , la cytochrome oxydase, la catalase, les peroxydases, la 1éghémoglobine

appartiennent a ce type (Heller, 1993).
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Figure 1. 3 : Structure de I'héme (Coic 1989).

La présence du fer comme composant enzymatique ou activateur des enzymes lui
procure un rdle essentiel en physiologie : photosynthése (ferrédoxine), respiration
(cytochromes), métabolisme azoté (fixation de 1'azote atmosphérique ou réduction de NO3~),
et par conséquences dans les activités cellulaires liées aux synthéses ou dégradations des
composés organiques. La réduction du fer de Fe3+ en Fe2* préceéde souvent son absorption
par les cellules de la racine (Richter, 1993).

I. 3. 2. Role physiologique du zinc :

La découverte du role essentiel du zinc pour les étre vivants est plus récente.
L’importance du zinc pour les plantes supérieures a été démontrée il y a longtemps par les
travaux de Mazé (1914).

Le role majeur du zinc chez les plantes est en relation avec l'auxine. Le zinc joue un
role physiologique particulierement important dans trois domaines :

- la synthése des polynucléotides et des protéines,
- les métallo - enzymes,
- le métabolisme glucidique.

Certains enzymes activés par Zn2+ comme :

1. ‘anhydrase carbonique’ qui catalyse la formation de I’acide carbonique,

2. ‘hydrogénase’ qui facilite la synthése de cystine,

3. ‘carboxypeptidas A’, présent dans le pancréas, qui provoque la libération de l'acide
aminé terminal de la chaine peptidique,

4. ‘aldolase’ qui entraine la scission de l'acide fructopuranose-1-6-diphosphorique en

acide glycéraldehyde-3-phosphorique et acide dihydroacétone-phosphorique.

D’autre part, le zinc joue un certain role préventif dans l'intoxication par le cadmium.
A long terme, le rapport Cd/Zn est un facteur important a considérer.
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I. 3. 3. Réle physiologique du cuivre :

La nécessité du cuivre pour les vivants a été découverte assez récemment. Il a été
reconnu comme un cofacteur essentiel de la synthése d'un grand nombre de protéines
impliquées dans les réactions d’oxydoréduction, liant ou activant de I'oxygene moléculaire. 11
est le coenzyme de nombreuses métallo-protéines comme l'ascorbate oxydase et tyrosinease
(Favier, 1990).

Le cuivre est un composant indispensable de plusieurs métallo-enzymes dont l'activité
est essentiellement oxydasique. Il joue également un role dans la synthése de I'hémoglobine
(Chappuis, 1991). Chez certains invertébrés le pigment transporteur d’oxygene est
I'hémocyanine, qui a pour cation métallique central un ion cuivreux.

Le métabolisme du cuivre est complexe et encore mal €élucidé. Son transport actif fait
intervenir une protéine riche en groupes SH, la métallothionéine, qui fixe également le cuivre
non absorbé et joue probablement un role antitoxique (Chappuis, 1991).

[. 3. 4. Role physiologique du nickel :

Son effet se manifeste au niveau de la formation des métallo - enzymes. Il peut agir
comme cation métallique bioactivateur ou bioinhibiteur de certaines réactions métaboliques
cellulaires (modifications des taux de chlorophylle, des protéines et des glucides).

On a constaté des effets de nickel sur les systemes de transport cellulaire, par exemple
- inhibition des canaux de Ca?*, la stimulation de la respiration des mitochondries. La liaison
de nickel avec I'ADN peut aussi empécher sa réplication.

I. 3. 5. Role physiologique du chrome :
Le chrome peut étre considéré comme un des éléments essentiels a la vie, car il

intervient dans le métabolisme des animaux (coagulation) et des végétaux (photosynthese).

Il joue le role de cofacteur de l'insuline, et sa carence dans l'alimentation est suivie
d'une diminution de la tolérance au glucose, ce qui peut étre corrigé par un apport en Cr3+,

Les différentes formes du chrome n'ont pas les mémes effets ni les mémes sites
d'action, il faut donc les étudier séparément. Les dérivés hexavalents du chrome ont un
pouvoir oxydant puissant vis-a-vis des molécules organiques. Ils sont alors réduits en dérivés

trivalents, ce qui est la forme la plus stable de cet élément (Gauglhofer, 1991).

I. 3. 6. Rdle physiologique du cadmium :

Le cadmium est un métal stable a température ordinaire et a sec, mais s'oxyde
lentement a l'air en présence d'humidité. Il est insoluble dans I'eau et les solvants organiques.
Par contre, il est facilement attaqué par les acides, méme faibles, y compris les acides
organiques présents dans les substances alimentaires.

A
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Les rayons ioniques de Cd?* et de Ca2* sont égales 2 0,97 et 0,99 A°, respectivement.
IIs ont une électronégativité voisine et des affinités proches vis-a-vis de complexants
(Boudene, 1993). La concurrence entre Ca2* et Cd?+ a la surface de racines peut intervenir
sur l'absorption de calcium pour les sols de pH élevé (Iwai et al., 1975). Une compétition
entre Ca2+ et Cd2+, pour les transporteurs de la séve brute, parait donc tout a fait plausible.

Tyler et Mc Bride (1982) ont noté un abaissement du transfert du cadmium dans le
haricot et le mais a la suite d'une augmentation de la concentration de calcium dans la
solution nutritive et sans observer de réduction de l'absorption de Cd2?* par les racines. Le
cadmium remplace aussi Zn comme cofacteur de certaines réactions enzymatiques.

Le cadmium a une grande affinité pour les radicaux - SH, perturbant ainsi le métabo-
lisme des aminoacides soufrés et I'action de nombreuses enzymes (ATPase, deshydrogénases
anhydrase carbonique, carboxypeptidases, etc.). En outre, il active la tryptophan-oxydase et

augmente le catabolisme de certaines protéines (Haguenoer, et al 1981).

I. 4. Toxicité :

N'importe quel élément inutile, utile ou indispensable, peut occasionner des difficultés
du métabolisme chez l'ensemble des organismes vivants lorsqu'il est absorbé en trop grande
quantité par rapport a la normale. La figure 1.4 résume la relation entre la concentration d'un
élément et son effet biologique (croissance ou biomasse de produit ).
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Figure 1. 4 : Effet biologique des doses des éléments ( d'aprés Chappuis. 1991 ).

Les vivants n'ont besoin que d'une petite quantité de métaux lourds (Tableau I. 3.). Il
est donc possible que leur accroissement dans I'eau, l'air et le sol soit dangereuse et a haute

dose aie des effets toxiques. Ceci est vrai pour les oligo-€léments et les autres.
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Tableaul. 3 :

Comparaison de la teneur en métaux lourds du corps
humain ( mg/ kg ) ( d'aprés Schroeder, 1967 ).

Elément Teneur Elément Teneur
Fer 60 Manganese 0,2
Zinc 33 Molybdéne 0,1
Rubidium 4.6 Nickel 0,02
Strontium 4.6 Chrome 0,02
Cuivre 1,0 Cobalt 0,02
Vanadium 0,3 Uranium 0,001
Sélénium 0,2 Béryllium 0,0003

La toxicité des métaux devrait se manifester de fagons trés différentes puisque par
exemple le cadmium ne rentre dans aucune fonction biologique connue alors que le Cu et le
Fe sont les métaux essentiels au métabolisme cellulaire. Pourtant le Cu peut se révéler tres
nocif malgré son caractére indispensable a faible concentration (Bérail. 1991).

Les métaux comme l'argent, le cadmium, I'étain, le mercure, le plomb et aussi ceux
ayant une €électronégative particuliere comme le cuivre, le nickel et le cobalt ont une forte
tendance a agir avec les groupes aminés et soulfidriles. Les enzymes peuvent étre dégradés

par ces métaux et perdent leur potentiel d'action.

D'une maniére générale, la toxicité des €léments métalliques vis-a-vis du monde vi-
vant varie selon plusieurs facteurs, principalement la forme sous laquelle se trouve 1'élément
et les especes cibles. D'apres la classification des éléments par Berrow et al. (1991), on peut
résumer la nécessité et la toxicité de certains métaux lourds, comme suivant ( tableau I. 4)

Tableau I. 4: Role physiologique de quelques éléments sur les vivants.

Meétaux Ep Ea Tp Ta
Fer * * *
Z'i nc * £ ® *
Cuivre * B -

Nickel * *

Chrome ¥

Cadmium * *

Ep : Essentiel pour les plantes, Ea : Essentiel pour les animaux,

Tp : Toxique pour les plantes, Ta : Toxique pour les animaux,

En ce qui concerne le végétal, la toxicité par les éléments traces est fonction de la
solubilité des composés métalliques, qui elle méme dépend de la forme chimique, comme

dans le cas du cuivre et de 'aluminium (Juste 1970).
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La phytotoxicité des métaux lourds peut €tre occasionnée directement ou
indirectement sur tous les processus physiologiques végétaux (Woolhouse, 1983). Les effets
toxiques préliminaires sur les plantes sont : la catalyse des enzymes (Van Assche et al. 1988;
Petroic et al., 1990), la dégradation de la membrane cellulaire (Tu et al., 1987)et I'inhibition
de la croissance des racines (Wilkins, 1978). Ces changements causent de nombreux effets
secondaires comme I'inhibition de photosynthése (Singh, 1987) et d'absorption des éléments
minéraux (Oberlander, 1978), le déséquilibre hormonal (Barcelo et al., 1986) et certaines
déformations structurales des plantes (Vazquez, 1987).

Les métaux comme le zinc, le cadmium, et le cuivre ont des caractéristiques
électroniques similaires. Ils manifestent différentes propriétés chimiques avec les ligands

biologiques et peuvent causer différents effets biologiques.

Lorsqu'un métal est présent, sous forme assimilable, en quantité trés importante, la
plante s'enrichit de cet élément sans que la production de mati¢re séche augmente (il s'agit
d'une consommation de luxe). Néanmoins, au-dela d'un certain taux, le métabolisme végétal
est réduit, le rendement de la culture baisse et la mort de la plante peut survenir dans les cas

extrémes (zone F de la figure 1. 4).

I. 4. 1. La toxicité du fer :

Le fer en exces au niveau de la membrane mitochondriale interne active la réduction
ferrique par la réductase ferrique qui, en présence d'oxygene transforme le Fe3+ en Fe2+. Ceci
a pour effet immédiat I'arrét de la chaine des cytochromes et paralyse la production d'ATP en
aérobiose (Stokinger, 198la ; Haguenoer, 1982). Il en résulte un important déficit de

production d'énergie et une acidose métabolique par accumulation de lactate et de citrate.

I. 4. 2. La toxicité du zinc :

Le zinc est toxique pour la microflore des rivieres, les huitres, les alevins et les
poissons eux mémes. L'effet inhibiteur sur la végélation n'est pas a négliger. Le zinc et le
cadmium sont l'objet d'un phénomene d'accumulation dans les chaines alimentaires (poissons
et surtout coquillages) (Chappuis, 1991). Les sels de zinc sont nocifs pour I’homme s'ils sont
administrés par voie orale. Mais en faible dose, le danger d'intoxication est inexistant
(Lauwery, 1982).

I. 4. 3. La toxicité du cuivre :

Malgré la grande réactivité des ions cupriques, la toxicité du cuivre est relativement
faible. A forte dose le cuivre devient toxique, d'ol son usage en viticulture (comme
fongicide), du fait qu'il a une affinité particuliere pour I’azote des peptides (liaison de

coordination), ce qui entraine l'inactivation des enzymes contaminées.



Les effets de toxicité chronique (cardio-vasculaires et hématologiques) ont été
observés au cours des expérimentations sur les animaux (Mac Donald, 1984 ; Kumar, 1987)

et par un apport excessif dans I'alimentation du bétail.

Chez I'Homme la pathologie du cuivre est soit hypercuprémie comme dans le cas des
maladies génétiques de Wilson (accumulation de cuivre dans le foie et les noyaux gris
centraux) soit hypocuprémie comme dans le cas des maladies de Menkes (carence de cuivre)
(Chappuis, 1991).

I. 4. 4. La toxicité du nickel :
Le nickel, a doses relativement élevées, produit une toxicité qui se traduit par la

modification de plusieurs parameétres.

Chez certaines bactéries du sol, on enregistre une régression du métabolisme, une
inhibition de la croissance et des changements morphologiques. En ce qui concerne les
végétaux, on a remarqué des sensibilités différentes suivantes les especes. Néanmoins, des
concentrations toxiques induisent une diminution de croissance, une inhibition de I'activité
cellulaire générale avec diminution de la chlorophylle et modifications du taux des

macromolécules (diminution des protéines et augmentation des glucides).

Le nickel est considéré comme un élément cancérogene (des fosses nasales, des
poumons et de larynx). Ceci a été décelé chez les travailleurs des usines d’extraction du
nickel (Lauwerys et al 1982). Méme par contact externe, les sels de nickel peuvent entrainer

des eczémas chez les ouvriers en galvanoplastie (Goudot-Perrot, 1983).

[. 4. 5. La toxicité du chrome :

Le chrome métal est biologiquement inerte et sans effets toxiques chez 'Homme. Les
composés trivalents (Cr !I) n'ont pas une toxicité bien établie. Ces composés sont les plus
stables et ne sont que faiblement absorbés. Le chrome trivalent est la forme courante du
chrome. Les composés hexavalent du chrome sont responsables des effets toxiques associés.
Ils sont a l'origine de la plupart des intoxications aigués ou chroniques (Douglas et Lee,
1972).

Les effets cytotoxiques des composés du chrome (CaCrOyg4, NaCrQy, ...) alterent les
moyens de défense du poumon (Hagunoer, 1982 ; Johansson, 1986, 1987). Le chrome

hexavalent est le second allergéne apres le nickel.

Les premiers cas de cancer dus aux dérivés du chrome ont été observés : en Ecosse en
1890 chez les ouvriers de la peinture et en 1911 en Allemagne chez les travailleurs de la

galvanoplastie par le chrome.



Les résultats de nombreuses études épidémiologiques et les descriptions des cas isolés
permettent de conclure que les composés trivalentes ne sont pas cancérogénes. Par contre,
ceux moyennement solubles du chrome hexavalent sont nettement cancérogenes et les
composés peu solubles sont fortement suspectés. Les dérivés solubles sont mutagénes dans
les études expérimentales mais ne sont généralement pas cancérogeénes (Chapuis, 1991).

Les ions hexavalents du chrome traversent la membrane cellulaire puis se
transforment en métabolites trivalents pouvant se lier aux protéines (surtout aux
nucléoprotéines et a I'ADN, mais également au niveau de I'ARN cytoplasmique). Ces
métabolites sont piégés a l'intérieur de la cellule car les cations de Crlll ne traversent pas la
membrane cellulaire et s'accumulent a I’intérieur de la cellule. Le risque mutagéne augmente

avec la quantité de produit accumulé.

I. 4. 6. La toxicité du cadmium :
Actuellement, on pense que le cadmium est un élément non essentiel pour la vie. La

concentration dans le corps des étres vivants est normalement trés faible.

Le cadmium diminue l'activité de systemes enzymatiques. En effet, il exerce une
action concurrente a celle du Ca2+ et du Ba2+ sur les systémes enzymatiques de la contraction
musculaire (Toda, 1973),.de méme vis a vis du Fe2+ et du Cu2+, il agit comme cofacteur des

monoamineoxydases I.

Il exerce aussi une action concurrente a celle du Ca2+ et du Ba2+ sur les systémes
enzymatiques de la contraction musculairecompétition vis-a-vis du Fe2+ et du Cu2+ comme
cofacteur des monoamineoxydases et de ce fait, il diminue l'activité de ces systemes
enzymatiques (Glauser, 1976). Il inhibe :

1. la B - oxydation des acides gras,

2. l'activité de la RNA polymérase,

3. I'hydroxylase des hydrocarbures aromatiques des microsomes hépatiques,

4. la 1-hydroxylation du 25-hydroxy-chlécalciférol au niveau du rein,

5. la phosphorylation oxydative au niveau des macrophages alvéolaires (Haguenoer,

1981).

L'affinité du cadmium pour les sites azotés explique sa liaison particulieére avec la

métallothionéine. Ce dernier a un role important dans I’ intoxication des vivants.



CHAPITRE 11

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

IL. 1. La pollution par les métaux lourds:

En évoquant la pollution et les problémes d'environnement, la toxicité des métaux
lourds est toujours en cause, tandis qu'on oublie leur rdle nécessaire a la vie. En effet certains
métaux lourds a I'état de trace (oligo - éléments) sont indispensables a la survie des plantes et
des animaux. Selon les quantités des ¢léments présents et leurs formes chimiques, il est

possible de convertir leurs effets bénéfiques en toxiques.

Les métaux lourds sont naturellement présents dans le sol, I’eau, 1’air, les plantes, etc. )
Bien que la présence des métaux lourds dans le sol est dépendante de type des roches-mere, a
présent les plus importantes sources de métaux dans l'environnement sont les déchets
industriels, les engrais chimiques, les pesticides, les fongicides, etc. (Berrow et Burridge,
1991).

Avant l'apparition de I’¢re industrielle, la balance de métaux dans le cycle naturel était
plus au moins en équilibre. Suite a des incidents naturels comme les éruptions volcaniques ou
le déplacement des couches terrestres, les systémes naturels contrdlant ce cycle, permettaient
un retour progressif a I’équilibre. Au cours des derniéres décennies, les industries ont généré
des pollutions physico-chimiques et biologiques importantes. Ceci change 1I’équilibre régional
et parfois mondial et ces changements sont tels que I’écosysteme ne peut plus tolérer

I'accumulation de ces polluants.

D’autre part, le développement de l'agriculture conjointement a celui de I'industrie ont
fait apparaitre des menaces de pollution des terres agricoles par différents éléments traces
dont les métaux lourds (Godin, 1983 ). L'apport fait par l'agriculture de pesticides, d'engrais
minéraux (Gunnarsson, 1983) et plus récemmeht, de résidus d'origine urbaine ou industrielle
augmentent localement les possibilités d'accumulation de ces éléments dans les sols et leur
concentration dans la chaine alimentaire. Ceci nécessite la décontamination du sol afin de

protéger les ressources d’eau et I’alimentation.

Les paragraphes suivants résument les sources de quelques métaux lourds.
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II. 1. 1. Le fer :

Le fer occupe la quatriecme place juste aprés I’aluminium dans la classification
d’abondance des éléments dans la crofite terrestre. Le fer est présent dans des minerais
comme oxydes, hydroxydes ou sulfures. Les déchets majeurs de I’industrie sont constitués
par des hydroxydes et chlorures de fer. Les propriétés désherbantes (sulfate ferreux),
pesticides, contre la chlorose (sulfate ferrique) et fertilisante (phosphate ferrique) sont

exploitées en agriculture.

II. 1. 2. Le zinc :

Le zinc est le plus abondant apres le fer. Il est largement répandu dans la crofite
terrestre. Le minerai le plus répandu est la sphalérite ou la blende (sulfure de zinc). Ce
minerai contient également du fer, du cadmium, ...qui sont a I’origine de la toxicité au cours
de I’extraction du zinc (Stokinger, 1981;.Haguenoer, 1982). Le déchet majeur de cette
industrie est la jarosite. Ce solide est dangereux pour I’environnement a cause de la présence
de Cd, Pb, Zn, etc.

Les sources d'exposition sont présentes dans toutes les applications du zinc
(industrielles, agricoles, médicales, vétérinaires, ...). Les mines de zinc et de plomb, le
raffinage du zinc, la galvanoplastie, les engrais phosphatés, les insecticides, les pigments
constituent des sources de pollution par le zinc (Lauwery, 1982).

II. 1. 3. Le cuivre :

Le cuivre est utilisé depuis 1'dge de bronze car il existait a I'état natif. Il se trouve sous
forme de sulfures cuivreux CuS et cuivrique Cu3S, d'oxyde CuyO ou de carbonates basiques.
Le cuivre trouve ses applications dans de nombreux cas tels que les fils électriques, la
chaudronnerie, les conduites pour fluides, etc. Les sels cuivreux et des sels cuivriques sont
utilisés par I’industrie comme catalyseurs, pigments, sel de photographie, préservation du
bois, stabilisants chimiques, ...

Il est utilisé par I’agriculture comme insecticides, antifongiques, anti-cryptogamiques,
agents de conservation des graines, ... De fait de sa forte affinité pour les composés
organiques complexants, le cuivre est souvent présent sous forme de complexes organo -
métalliques (Hodgson et al., 1966). Behel et al., (1983) retrouvent dans la solution d'un sol

amendé en boues d'épuration urbaines, 80 % de cuivre sous forme de fulvates.

II. 1. 4. Le nickel :

Le nickel est un élément trés abondant dans les météorites et a l'intérieur du globe ter-
restre. Les minerais de nickel les plus communs sont les sulfures, les oxydes et les silicates
(Levesque 1978b). La principale source de rejet de nickel est la galvanoplastie, I’industrie
métallurgique, la fabrication de batteries, ... (Levesque, 1978b; Lauwerys ef al 1982).

19



II. 1. 5. Le chrome :

L'usage croissant du chrome estdi essentiellementaux développements technologiques
qui ont donné a cet élément une importance considérable. Mais au fur et a mesure du
développement de ces applications, leurs effets sur la santé se sont précisés. Les principales
sources de pollution par chrome sont les rejets des ateliers de traitement de surface, des

tanneries et de l'industrie textile, ...

II. 1. 6. Le cadmium :

Le cadmium est un métal relativement rare. A 1'état naturel, on ne le retrouve isolé que
sous forme de sulfure de cadmium appelé ‘Greenockite’. Il est essentiellement un sous-
produit de la métallurgie du zinc et du plomb. La concentration normale dans l'air est de
0,001 pg/m3 (Haguenoer et al 1981), dans I'eau est de 1 pg/litre (Hale 1977) et dans I'écorce
terrestre, voisine de 0,1 mg/kg (Adriano, D. C. 1986).

Dans les sols non contaminés et non cultivés, l'abondance de Cd est essentiellement
liée a la composition des roches méres. Les sols développés sur des roches sédimentaires ont
une teneur de Cd de I’ordre de 0,3-11 mg/kg (Page et Bigham, 1973). Outre la roche mere, les
principales sources de cadmium pour le sol sont les amendements agricoles, les déchets
urbains, les retombées atmosphériques et les industries des métaux.

En agriculture, les engrais phosphatés apportent des quantités non négligeables de
cadmium aux sols (Godin, 1983; Tauzin et Juste, 1986; Adriano, 1986). Les retombées
atmosphériques normales apportent de O a 1,5 yg de composés de cadmium par jour (Muskett
1979). Au voisinage des axes routiers ou a proximité de sites industriels, elles constituent un
risque de pollution permanent (Godin, 1983, 1986). Pour les sols agricoles (cultivés), la
concentration moyenne du cadmium dans les sols de la Suede et du Danemark est d’environ
0,3 mg/kg (Adriano, D. C. 1986). L'utilisation de boues d'épuration des eaux urbaines, dans
I’agriculture, augmente souvent la teneur en cadmium du sol.

Des concentrations de 50 ppm de cadmium (matiere seche) ont été retrouvées dans les
feuilles d'arbres a l'intérieur d'une fonderie, mais a 15 km elles sont encore de 0,25 ppm
(Little 1972). Les produits de la mer (huitres, crustacés, poissons) peuvent concentrer le
cadmium 10.000 a 100.000 fois par rapport a l'eau de mer. D'autres aliments comme les
céréales, les produits laitiers et les viandes, surtout les rognons et le foie, apporteraient de 100
a 300 pug de cadmium dans I’alimentation quotidienne dans certaines régions contaminées
(Ragaini et al. 1977). La concentration élevée en cadmium des poissons, coquillages et autres
aliments, est a I’origine de la maladie de ‘ouch-ouch’ ou ‘itai-itai’ du district de Toyama au
Japon (Bazargan, 1989). En fin, chaque cigarette contient de 0,5 a 2 yg de cadmium (Lewis
1972) et l'apport de pollution par le tabac serait plus important que par la pollution
atmosphérique autour des fonderies de cadmium (Wysowski et al. 1978).
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IL. 2. Etat des métaux lourds dans le sol :

Le sol, I’eau et I’air constituent les maillons essentiels de la chaine de transfert des
métaux lourds (fig. II. 1). La contamination naturelle du sol résulte généralement de
I'altération de la roche mere sous l'influence de procédés physiques, chimiques et biologiques.
Il constitue un systeme ouvert, soumis a une évolution pédologique avec des apports
constants de minéraux provenant de la roche mére ou amenés par I'Homme comme les
produits pour l'agriculture ou les déchets urbains et industriels (Chappuis. 1991).
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Figure II. 1 : Cycle des éléments minéraux (d'aprés Lamand, 1981).

Comme les autres éléments minéraux, les sources de métaux lourds sont trés
nombreuses et de natures trés différentes. Ils sont présents dans les sols sous des formes
chimiques trés variées qui dépendent de la nature et de l'origine de 1'élément ainsi que des
conditions physico-chimiques du sol dans lequel ils sont introduits.

En général il existe une grande différence entre la forme chimique des métaux qui
viennent de sources naturelles et celles provenant des déchets industriels ou agricoles
(Berrow et al 1991).D'autre part, le sol est un milieu trés complexe et comme pour plupart des
¢éléments, la concentration totale d'un métal dans le sol ne représente pas sa biodisponibilité”
réelle.

Bien que de nombreux travaux aient été consacrés a I'évaluation de la biodisponibilité
de métaux lourds, les informations obtenues ne sont pas encore suffisantes pour estimer
correctement leurs impacts. C'est pourquoi les réglementations pour l'environnement
concernant les métaux lourds restent encore basées sur leur concentration totale

* La biodisponibilité est I'aptitude d'un composé quelconque du sol & étre transféré vers un organisme vivant
(Coic et al. 1989).
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II. 3. Bio - accumulation des métaux lourds par les champignons :

IL. 3. 1. Interaction entre les métaux lourds et les champignons :

L'effet des métaux lourds sur les champignons est présent au niveau de la croissance,
de la reproduction, de l'activité biochimique et de la morphologie. Les effets biochimiques se
manifestent par I'inhibition de l'activité de certaines enzymes de respiration des cellules, et de
la syntheése d'ARN et des protéines.

En général, les doses élevées des métaux lourds diminuent le taux de croissance et la
biomasse produite. Cependant, dans certaines circonstances ils peuvent stimuler l'activité des
champignons. L'exces de métaux lourds se traduit au niveau des populations par des
changements de la microflore et la réduction du nombre de micro - organismes (Zibilske et
Wagner, 1982). D'une part les composés métalliques agissent sur la microflore su sol, d'autre
part les micro-organismes peuvent agir avec les métaux présents dans le sol (Gadd 1988).

La biodisponibilité des métaux lourds dépend en grande partie de la présence et de
l'activité des micro - organismes. Les actions métaboliques de certains champignons influent
sur les différentes étapes de mobilisation ou d’immobilisation des métaux dans les sols
(Betty, et al. 1991).

Les champignons des mycorhizes sont efficaces sur le transfert sol - plante des cations
métalliques. La mycorhization peut aussi augmenter la résistance des plantes a la toxicité des
métaux lourds et par ce fait faciliter la pollution de la chaine alimentaire (El-chahatha, 1991;
Weissenhorn, 1994).

II. 3. 2. Toxicité des métaux lourds pour les champignons :
Le phénomeéne de toxicité se traduit, par une diminution considérable du

développement des champignons (Gildon et Tinker, 1983).

De nombreux travaux montrent que les métaux apres leurs complexifications par la
matiere organique, sont moins toxique pour les micro-organismes que leurs formes libres. En
général, la toxicité des métaux lourds est due a leur concurrence avec les cations, en ce qui
concerne leur assimilation par les cellules ou le transport par la membrane cellulaire, ces
cations et les anions modulent la toxicité par les métaux. Babich et Stozky (1982) montrent
par leur expérience, la réduction de la toxicité de Ni2+ en présence d'ions Mg2+ et de Cd2+ en
présence de Cl~ Ils montrent aussi que des autres anions tels que CO3- et PO43-, forment des

complexes insolubles avec les métaux et réduisent ainsi leur toxicité (Fourest 1993).

IL. 3. 3. Absorption des métaux lourds par les champignons :
r En effet, les métaux sont directement absorbés par les micro-organismes en fonction
m\ (de leurs besoins nutritifs (Bertrand, 1972; Weinberg, 1977) mais dans certaines conditions

I'absorption d'un €lément peut aller au-dela des besoins nutritionnels (bio-accumulation).
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L'absorption des métaux lourds par les champignons est conditionnée par de
nombreux facteurs physico-chimiques tels que le pH, la température, la matiére organique, la
nature des cations et des anions (Babich et Stotzky, 1977). La forme chimique du polluant, sa
concentration, ses interactions possibles avec d'autres éléments constituent des parametres
essentiels déterminants I'interaction entre les métaux lourds et les champignons. L'absorption
et la précipitation dépendent aussi de 1'dge de la souche. Ceci est dii a la différence de
composition moléculaire de la paroi entre une souche jeune et une souche agée.

p Les champignons absorbent des métaux en deux phases, active et passive, dépendant

/

/
v |

ou indépendantes du métabolisme (Gadd 1988). L'accumulation active dépendante des
réactions métaboliques, peut parfois largement excéder les phénomenes d'adsorption physico-

chimique.

La fixation directe de métaux par les champignons se produit dans certains cas au
niveau des parois. La paroi des champignons filamenteux est constituée d'une série de
couches de biopolymeres glucidiques comme la chitine, le chitosane, les glycanes, les
polyuronides, les mannanes, les celluloses... (Williams et Kirk, 1988; Roux et al 1993). Ceux-
ci portent de nombreux groupements anioniques, véritables pi¢ges des cations métalliques
méme lorsque ces champignons sont morts (Galun, 1982). Dans ce cas, les champignons
morts sont insensibles a la toxicité des polluants.

Certains micro-organismes semblent €tre capables de produire des métabolites
susceptibles de réagir chimiquement avec les cations et de former avec ceux-ci des composés
insolubles qui précipitent sur la surface de la cellule| Les cations métalliques peuvent étre

" adsorbé grace aux effets €lectrostatiques sur des group_én_lént_smdé la paroi cellulaire ( PO43,
COO-, OH- et HS- ), ou forment des complexes (chélates) avec les groupements aminés
constituant les parois mycélienné_;'-.l(Tzesos, 1983; Betty, et al. 1991). Les cations métalliques

peuvent également passer a travers la paroi cellulaire chargée négativement.

Pour détoxifier des sites pollués, par les champignons, on a exploré deux
mécanismes :|1'adsorption par des biomasses mortes, ou l'accumulation par des champignons

vivants. Chacun de ces mécanismes a ses avantages :

1. la bio - accumulation par des champignons vivants est un systéme auto
renouvelable par la croissance des micro-organismes. Dans ce systéme, on a la
possibilité d'immobiliser des métaux par la modification chimique, par le transport
intracellulaire, a l'aide de la dégradation enzymatique des composés organo -
métalliques ou encore par la/synergie deplusieurs micro-organismes. Mais il est
nécessaire d'utiliser des souches résistantes et nourrir ces champignons. Certains
produits secondaires du métabolisme peuvent nuire a I'épuration ou solubiliser les

métaux,
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2. 'accumulation des métaux lourds par des biomasses mortes est un systeme facile a
modéliser, rapide, sans contraintes physiologiques, indépendant de la température
et insensible a la toxicité. Un tel systétme n'a pas besoin de nutrition mais sa

O\ capacité de récupération des métaux est limitée (Macaskie, 1990.; Roux et al 1993).

' Dans certain cas, on observe que la quantité des métaux accumulée a la surface de
la cellule est plus importante chez les organismes morts que chez les vivants. Ceci

peut &tre di a I'effet toxique des métaux sur les organismes vivants. (Goy, 1988).

II. 3. 4. Résistance des champignons aux métaux lourds :

) La résistance aux métaux lourds a été observée pour tous les types de micro-

k1 | organismes (Babich et Stotzky, 1977; Bitton et Freihofer, 1978). Mais l'emploi des

J. champignons pour la bio - détoxication des sols, semble étre promis a un bel avenir. En effet,
ces organismes peuvent coloniser de vastes territoires alors que les bactéries se développent

\ dans des zones plus limitées.

La réponse des champignons aux exces de métaux lourds dépend du type d'élément,
de la nature du milieu et de la population fongique (Graff et Schwantes, 1983). Différentes
especes de champignons et aussi les différentes souches d'une méme espéce ne présentent pas
forcément les mémes tolérances et les mémes capacités de bio-absorption (Macaski et al.
1982).

Le mécanisme de tolérance et d'accumulation des métaux n'est pas encore bien connu.
Certains champignons échappent a la toxicité des métaux par le changement de la forme
chimique des composés métalliques, I'immobilisation des métaux a la surface des cellules ou
a celle des protéines, le blocage des voies de transport ou encore par le rejet des métaux au
fur et 2 mesure de leur absorption.

Les champignons élevés en milieu pollué s'adaptent progressivement et accumulent de
moins en moins de métal au fil des générations. Une sélection d'especes tolérantes ou
résistantes s'opére grice a la concentration élevée de métaux lourds dans le sol (Wessenhorn
et al. 1994).

Les champignons présentent la méme sensibilité aux métaux lourds que celle mise en
évidence pour I'ensemble des vivants. Mais certaines especes de champignons démontrent un
pouvoir de résistance et de bio-accumulation remarquable de certains métaux spécifiques.
(tableau II. 1). Stokes et Lindsay (1979) ont isolé plus de 600 mmol de Cu/ kg M.S. de
Penicillium ochrochloron. Tobin et al., en utilisant la biomasse morte de Rizopits, ont trouvé
une accumulation de 820 mmol d'UO; et 210 mmol de Cu2+ par kgde M.S. En utilisant R.
arrhizus Tsezos et Volesky (1981) ont trouvé une capacité de rétention de cuivre de 3 000

mmol de Cu par kg de biomasse ( >180 mg/g ).



Tableau II. 1. Certains champignons résistants ou/et accumulateurs des métaux.

Champignon

Métal

Référence

Rhodotorula. glutinis

Candida utilis

Saccharomyces cerevesiae

Mycelia sterilia
Aspergillus sp.

A. niger-

A. carbenarius

A. ustrus

Fusarium oxisporum
Metarizium anisopliae
Penicillium sp.

P. canescens
P. chrysogenum

P. crutatum
P. digitatum
P. janithivellum
P. ochrochloron

P. oxalicum

P. spinolusum

P. chrysogenum
Paecilomyces varioti
Rhizopus sp.

R. arrhizus

Mucor miehei

Pleurotus ostreratus.

P. cystidiosus

P. salmoneostramineus

P. flabellata

P. cornucopice

Grifola frondosa
Lampteromyces japonicus

Be, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb, Drapeau et al. 1984

Zn
Cd, Co, Cu, Zn
Cd, Cu, Co, Mn, N1, U, Zn

Cd

Al, B, Co, Cu, Sn, Fe, Mn,
Ni, Pb, Pt, Rb,

Zn, Cu

Cd

Cd

Cd

Cd

U, Sr, Zn, Cu, Cd

Cd
Cd, Th,U

Cd

U

Cd

Cd, Cu, Zn, Cd

Cd

Cd, Cu, Au, Zn
Zn, Cd, Pb, Ni, U
Cd

Cr,U

Ag, Ba, Cd, Cu, Fe, La, Mn,

Hg, Pb, Th, U, Zn, Ni
Zn, Cd, Pb, Ni
Cu, Cd, Zn, Hg
Cu, Zn, Co
Cu, Zn, Ni
Cd, Hg
Cd, Hg
Cu, Zn
Cu, Zn

Norris et al 1977

Norris et al. 1977, Tobin et al.
1984, Broda, 1972; Gadd 1990

Macaskie et al, 1982
Drobot 1981

Dave et al., 1980

Macaskie et al. 1982
Macaskie et al. 1982
Macaskie et al, 1982
Macaskie et al, 1982

Zajicet al. 1972; Dave et al.,
1980; Siegel, 1990

Macaskie et al., 1982

Macaskie et al., 1982, Tsezos et
al. 1981, Siegel, 1990

Macaskie et al, 1982
Galun et al. 1983,
Macaskie et al., 1982

Macaskie et al., 1982, Stokes et al.
1979

Macaskie et al ., 1982
Macaskie et al., 1982,
Gadd, 1990; Fourest, 1993,
Macaskie et al;, 1982
Treen-Sears et al. 1984

Tsezos, 1983, Tobin et al. 1984,
Siegel, 1990 Fourest, 1993

Fourest, 1993
Sanglimsuwan, 1992
Sanglimsuwan, 1992
Sanglimsuwan, 1992
Brunnet et al., 1983
Brunnet et al., 1983
Sanglimsuwan, 1992

Sanglimsuwan, 1992
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II. 4. Bio - accumulation des métaux lourds par les plantes :

IL. 4. 1. Présence de métaux lourds dans les tissus végétaux :

Les végétaux comme tous les étres vivants, ont besoin d'éléments minéraux pour leur
croissance et métabolisme. Les métaux contenus dans les tissus végétaux a des taux inférieurs
a 1 000 ppm sont classés comme oligo-éléments. Ainsi, le fer et le manganése ont une teneur
de 10 a 1000 ppm dans la matiére séche. Alors que celles du zinc et du cuivre sont environ 10
ppm. Al, Ni, Co, Mo, ... ont des teneurs encore plus faibles de 0,001 a 1 ppm. D'autres
€léments non indispensables comme Li, Pb, Cr, Se et Cd sont présents dans le sol ou les eaux
et peuvent étre absorbés par les végétaux (Heller ez al. 1993). Les valeurs ci-dessus ne sont
pas toujours fixes. Des variations, parfois importantes, ont été constatées.

Au cours d'expériences en solution nutritive contenant différentes concentrations de
cadmium, Pettersson (1977) a observé que la capacité de rétention de cadmium peut étre
classé dans l'ordre décroissant comme suit : laitue> oseille, carotte, tomate> navette, chou,
radis> moutarde, mais > concombre, tournesol, pois, haricot > blé, avoine. Parmi les espéces
fourrageres, 1'ordre suivant a €té constaté : luzerne > tréfle > fasce > herbe du Bermuda
(Bingham et al. , 1976).

Kuboi et al., (1986) ont classé les familles végétales suivantes selon leur capacité
d’accumulation du Cd : faible capacité (legumineusee); capacité moyenne (graminee,
liliacece, cucurbitacee, umbellifere), capacité forte (chenopodiacee, crucifere, solanacee,
composite). Enfin, l'absorption et I'accumulation de métaux lourds par la plante varient en
fonction des variétés d'une méme espece. Cette variation a €té observée pour le blé et I'orge
(Pettersson, 1977; Chang et al., 1982), la laitue (John et Van-Laerhoven, 1976; Cast, 1980),
le mais (Cast, 1980), le riz (Chino; 1981), le soja (Boggess et al. 1978) et le tabac (Mench et
al., 1988).

La quantité d' éléments chimiques absorbée par la plante, au cours de son cycle de vie,
est différente selon les périodes considérées (Blacke et Duboys, 1982). En plus, il existe aussi
des variations saisonnieres qui ne sont pas les mémes pour l'absorption de différents métaux.
Mitchell et Burridge, (1980) ont montré des changements des teneurs de Cu et de Zn de
différentes parties d'Avena sativa en fonction de la saison (Tableau II. 2). Ainsi, au fur et a
mesure de la maturation de la plante sa teneur en cuivre et zinc diminue.

Tableau II. 2: Distribution saisonniére de Cu et de Zn dans Avena sativa (mg/kg MS).
Parties 28Mai 16Juin 15Juillet ~ 20Aoft 4 Sept.
de plante Cu Zn Cu Zn Cu Zn Cu Zn Cu Zn

Plante entiére 64 41 30 25 1,5 15 1,3 16 1.5 16
Graine - - 20 28 16 206 1,7 24
Tige - - 20 24 1,1 11 1.0 5 1,1 4
Limbe de feuille - - 1,1 12 2,0 7 1.2 6

Gaine de feuille 64 41 40 27 25 14 1.4 20 1,7 15
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II. 4. 2. Transfert des métaux lourds entre le sol et les plantes :
Il est acquis que les métaux lourds présents dans le sol soient absorbés a des degrés
divers suivant la nature et la forme des éléments, la nature du sol et l'espece cultivée. La

racine est le principal organe responsable de I'admission des ¢léments dans la plante
(Marschner, 1985).

Normalement le flux de transfert des métaux lourds hors du sol (sans restitution) est
faible si on le compare aux réserves potentielles (tableau II. 3, Coic et Coppenet, 1989). Les
métaux lourds sont mal absorbés par les plantes, un excés de plomb ou de cadmium enrichi

peu les plantes en ces éléments, un exces de zinc enrichi les plantes trées modérément .

Tableau II. .3 : Teneurs comparées des sols et des végétaux en métaux lourds (mg/kg MS).

Métaux Sol (élément total) Végétaux (feuilles)

Fe 10 000 - 50 000 50-200

Mn 200- 1 000 50- 150

Ni 10-1 000 0,1-3

Cr 5-3000 0,2-1

Zn 10-100 25-50

Cu 8-40 5-15

Cd 03-11 >13

De ce fait les mécanismes de protection de la plante limitent l'effet défavorable des

éléments et les risques de toxicité sont réduits pour les sols anormalement riches en €léments
indésirables.

De nombreux facteurs liés au sol et a la plante conditionnent la fraction assimilable de
métaux. La richesse de la solution du sol en métaux lourds est primordiale. Mais la présence
de métaux dans la plante est directement liée aux biodisponibilités des éléments dans le sol et
dépend de :

- la quantité et la forme chimique des métaux dans le sol,

- la quantité de métaux accessible pour la racine,

- la capacité de plante pour transférer des métaux de l'interface sol - racine
(Berrow et al 1991).

Certains facteurs susceptibles de modifier le transfert des éléments au travers du
systeme radiculaire des plantes sont présentés dans la figure I1. 2 (Lamand, 1981):
1. Les racines créent une solution du sol qui facilite I'absorption des éléments. Les
racines captent également des substances par diffusion créant ainsi autour d'elles un
gradient de concentration (Scott et al. 1993).
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Lessivage des
3013 ennoyés (6)

Matiere <— Adsorption

organique (8) <— —= de surface {3)
TempéraEL_:.‘re \\ = T\L
du s01{7) ‘S\olution dusol (1)

Métaux accessibles(2) pH du sol (4)

Microorganismes(5) —— == T\L

Minéraux cristalling
et précipités

Figure II. 2 : Les transferts de métaux lourds du sol a la plante.

2. La forme et la composition chimique des éléments jouent un réle important dans

l'absorption végétale. Les plantes absorbent plus facilement des éléments sous

forme ionique et les complexes organiques solubles,

3. Deux mécanismes expliquent la pénétration des ions dans les racines : I'absorption

passive et l'absorption active. Le transport d'un ion est dit actif lorsque le potentiel
électrochimique de I'ion, dans le sol, est plus faible que celui potentiel de la plante.
Inversement, le déplacement de l'ion contre ce gradient de potentiel

électrochimique est un processus passif (Callot ez al. 1984),

. Le pH du sol apparait comme le facteur le plus important pour le contrdle de
l'absorption de métal par la plante (Berrow et Burrige, 1991). Un pH acide tend a
augmenter la solubilisation des métaux. Un pH basique tend a précipiter les
éléments sous formes hydroxydes chélatées ou adsorbées. Ceci diminue la fraction
librement accessible aux racines. Le pH optimal pour la croissance des plantes est
situé entre 6 et 6,8 (Chappuis, 1991),
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5. La microflore du sol, surtout celle de la rhizosphere, peut modifier la mobilité des
métaux et faire varier les modalités d'absorption par les végétaux. Les exopoly-
saccharides des bactéries peuvent insolubiliser les métaux et entrainer une réduction
de leur teneur dans les plantes (Lee et Louit, 1977). De méme, les mycorhizes
(endo et ectomycorhizes) ont un effet remarquable sur l'absorption et
I'accumulation des métaux lourds par les plantes (Dueck, 1986, Berrow et al 1991),

6. Un exces d'eau induit un lessivage intense des sols provoquant la réduction de
concentration et augmente la mobilité de la plupart des éléments (Cu, Mn, Zn,
Mo, ...). Dans un sol pollué, certaines plantes apparaissent sur les monticules. Ceci
est probablement d au lessivage des métaux lourds (cf. chapitre VI),

7. La température du sol agit sur les réactions physico-chimiques et donc sur la
mobilité des éléments. L'augmentation de température du sol conduit généralement
a une absorption plus importante de composés métalliques par la plante (Haghiri,
1974; Giordano et al., 1979; Juste et Solda, 1984),

8. La matiére organique est composée partiellement de résidus végétaux et parfois de
formes plus dégradées comme I'humus. Sa dégradation aboutit a l'apparition
d'acides organiques (acides humiques, acides fulviques) qui sont des chaines
carbonées longues et ont un fort pouvoir chélateur pour les métaux lourds. Selon sa
nature, le métal est associé a la matiére organique sous forme de carbonates, de
sulfures ou sous une forme correspondant a des états chimiques trés stables
(Morel 1985).

Ces facteurs n'agissent pas de fagon indépendante, un traitement quelconque affecte le
métabolisme, l'absorption et le transport de métaux lourds surtout quand les symptéomes

d'intoxication des plantes par les métaux apparaissent.

Finalement , il ne faut pas oublier que les membranes (comme le plasmalemme) sont
peu perméables aux ions. Cela peut étre constaté lorsqu'il y a une forte concentration a
l'extérieur des racines et une faible concentration a l'intérieur des racines. La cellule ne réussit

donc pas a exclure entierement les éléments indésirables (Richter, 1993).

I1. 4. 3. Répartition de métaux lourds dans la plante :

Les métaux lourds, absorbés en général sous forme d'ions, migrent vers les parties
aériennes des plantes accompagnées par d'autres ions et des acides organiques courts, des
acides aminés ou des petits peptides. Dans certains cas, les métaux peuvent provenir de tissus

de réserves comme les graines ou les tubercules.

Les éléments absorbés par les poils gagnent les vaisseaux par le cortex (écorce) et la

stele (cylindre central). Ils sont transférés par trois trajets (figure I1. 3):
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1. Voie apoplasmique, ensemble des parois, des lacunes et des méats tres accessibles a
l'eau et aux 1ons minéraux,

2. Voie symplasmique, ensemble des cytoplasmes qui sont en continuité par les
plasmodesmes,

3. Voie de vacuole a vacuole, au travers des parois et des couches cytoplasmiques.

1- Voie apoplasmique 2- Voie symplasmique 3- Voie de vacuole a vacuole

Co: cellule de cortex; E: endoderme; Pe; péricycle; PV: parenchyme vasculaire; V: vaisseau

Figure II. 3: Transit des éléments dans la racine

Dans le cortex, I'apoplasme, qui offre trés peu de résistance, est la voie principale. Le
cadre subérifié des cellules endodermiques (cadre de Caspary) forme un barrage que les
substrats doivent contourner par le symplasme. Les trois voies sont d'ailleurs en constante

communication.

Les propriétés de la racine permettent de sélectionner des cations constituant ainsi un
premier filtre pour les métaux lourds. Gréice a leurs interactions avec les sites €lectronégatifs

de l'apoplasme, les métaux lourds sont immobilisés sous diverses formes dans le symplasme.

La migration et l'accumulation des métaux lourds dans les organes, les tissus, les
cellules de la plante dépendent essentiellement du métal considéré. Mais sauf quelques
exceptions (Reddy et Patrick, 1977 ; Richter et Hlusek, 1986 ; Mench et al., 1988), la plupart
des especes végétales paraissent opérer une forte rétention des métaux lourds dans les racines,
a un degré moindre dans les feuilles; les fruits et les graines sont trés peu contaminés (Page et
al., 1981; Peterson, 1986).

Ainsi le cuivre a tendance a s'accumuler dans la racine (Coic et al., 1989). Pour la
plupart des plantes, la concentration de cadmium dans les racines est au moins trois fois plus
importante que celle des parties aériennes (Chino et Baba, 1981, Sameni ef al., 1987). Cabrer
et al. (1988) ont observé, dans des expériences en solution nutritive, que le rapport de la

concentration de cadmium (racines/parties aériennes) €tait d'environ 10 et indépendant de la
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forme anionique de cadmium. Jarvis et Jones (1978) montrent que les racines de Lolium
perenne agissent comme une barriére. Ainsi, ils réduisent le transport du cadmium vers les
parties aériennes et conservent plus de 90% de cadmium dans les racines. Cataldo et al.
(1981) obtiennent, pour le soja, un taux de rétention similaire (84 %).

Dans un sol normal, ceci peut conduire a une déficience des métaux nécessaires pour
les plantes et les herbivores. Dans le cas des sols pollués par de fortes quantités de métaux
lourds, cette méme propriété peut profiter a la plante et améliorer la ration alimentaire des
herbivores. D'autre part le transfert des métaux lourds dans les parties consommables des

végétaux, joue un role essentiel en matiere de pollution des chaines alimentaires.

II. 4. 4. Interaction entre les métaux lourds et d'autres éléments :

La courbe d'action d'un élément dépend non seulement de la nature du sujet (espeéce,
age, ...) mais aussi des conditions d'alimentation et des effets des autres éléments minéraux. Il
existe des interactions, synergie ou antagonisme ™, entre les éléments nécessaires a la nutrition
de la plante (oligo et macro - éléments). Elles se manifestent lors de l'absorption et la
migration dans la plante. Ces interactions se traduisent soit par une mauvaise alimentation des
organes ou des tissus de la plante soit par une inhibition du role d'éléments dans le
métabolisme de la plante (Ibrahimzadeh, 1984).

De nombreuses expériences ont montré la synergie ou l'antagonisme entre les métaux
lourds et d'autres éléments. On peut signaler l'antagonisme P - Zn (Coic et Coppenet, 1989),
Cd - Ca (Iwai et al., 1975), Cd - Zn (Page et al., 1981; Sikora et Wolt, 1986; McKenna et al.,
1991), Cd - Cu (Burton et al., 1985), Cd - Ni (Page et al., 1981), Cd - Mg (Chaney et
Hornick, 1977), Cd - Se (Francis et Rush, 1974) et Cd - P (Williams et David, 1977; Street et
al., 1978). Enfin, on peut noter l'augmentation de l'absorption de Cd, par les plantes, en

présence des chlorures (Bingham et al., 1984).

La modification de la perméabilité de la membrane et la compétition ionique des
métaux avec les ions H* sont également possibles dans les milieux acides (Adriano, 1986;
Hatch et al.,1988). Ainsi, I'effet cumulatif d'un nombre élevé de métaux contenus dans les

boues industrielles ne correspond pas forcément a la somme de leurs effets individuels.

I1. 4. 5. Les plantes tolérantes et accumulatrices des métaux lourds :

Les plantes peuvent, comme pour les autres éléments, prélever des quantités
différentes de métaux lourds. Elles adsorbent différentes quantités de métaux, en fonction de
l'espece et de I'élément considéré (Haghiri, 1973; Juste et Solda, 1984; Page ef al. 1981; Kim
et al. 1988).

* . G g g ’ "
Le synergie entre deux éléments se tradui par I'amplification de I'action de A en présence de B, par contre un
antagonisme,par une atténuation de l'effet de A en présence de B.
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Les especes qui poussent dans un milieu pollué s'adaptent progressivement et
accumulent de moins en moins de métal au fil des générations. Une sélection naturelle
d'especes tolérantes est a relier aux concentrations élevées de métaux lourds dans le sol.
Certaines especes sont résistantes a plus d'un métal. Agrostis tenuis se pousse sur les sources
d'arsenic en Cornwall et Devon (Angleterre). Elle tolére aussi les doses élevées de zinc et de
nickel (Gregory et Bradshaw, 1965).

Certaines plantes poussant prés des gisements métalliferes (plantes métallophiles)
peuvent facilement accumuler des masses relativement importantes de certains métaux
lourds. Par exemple, Agrostis tenuis est capable d'accumuler 3 470 ppm As/ M.S. (Porter et
Peterson, 1975).

Le mécanisme de tolérance n'est pas le méme pour les différentes espéces. Certaines
plantes assimilent une partie des métaux lourds présentes dans le sol alors que d'autres non.
Ainsi, Mimulus guttatus piege le cuivre par des protéines spéciales (Heller, 1993). Becium
aureoviride et Triumfetta dikuluvensis peuvent accumuler = 210 et 123 ppm de Cu dans la
matiere séche. Ces deux plantes peuvent détoxiquer les sols contenant du cuivre. Le
deuxieme groupe, comme B. homplei et de T. cupricola sont résistantes aux sols contaminés
et n'assimilent pas plus de 40 ppm de cuivre. Ces derniers tolérent la pollution, par exclusion
de cuivre. Viola calaminaria pousse bien dans les sols ayant une concentration d'environ 1 %
de zinc. Cependant, cette plante exclut le transfert du zinc, du plomb et du cadmium a son
feuillage (Baker, 1981).

Un des exemples les mieux connus des modifications génétiques survenant dans une
population exposée aux stresses chimiques dus a la pollution, est I'évolution des écotypes de
certaines espéces tolérantes aux métaux toxiques pres des mines ou des sites pollués. Ces
plantes métallo-tolérantes sont des indicateurs pour la recherche miniere. Par exemple la
population de Hybanthus floribundus est une indicatrice de présence de nickel en Australie.
Les cendres de cette plante peuvent contenir environ 22 % du nickel. Certaines especes
d'Astragalus sont indicatrices d'uranium en Colorado. L'Eriogonum ovalifolium est considéré
comme indicatrice de la présence d'argent en Montana. En Afrique du Sud, quelques plantes
comme Sedum lanceolatum sont accumulatrices d'or (Harburne, 1982).

La plante B. homblei est une plante 'cuprophile' qui peut tolérer environ 7 % du cuivre
dans le sol et contient 17% de cuivre dans ses feuilles (Reilly, 1969). Cette plante est
reconnue comme indicatrice de sources de cuivre en Zambie et Zimbabwe (Cannon 1960). S.
acuminata, P. dovarrei et H. astrocaledonicus poussent dans les sols enrichis de nickel
comme en Nouvelle Calédonie et peuvent accumuler plus de 10 000 ppm de nickel dans la
matiere séche. La séve de S. acuminata peut contenir jusque 17 % de nickel. Thalaspi
calaminare et Viola. calamiunaria ne poussent que sur les sols contenant de la calamine
(Caroline et al., 1991).
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Tableau II. 4 : Plantes résistantes et/ ou accumulatrices de métaux lourds.

Plante Métaux Référence
Accanhorax sciadophylloides Mn Memon 1982
(hyperaccumulatrice de Mn)

Agroslis canina Pb Craig, 1976
A. capillaris Pb, Zn, Cu, Cd Symeonidis et al., 1985
A. stolonifera Cu Woolhouse, 1983

A. lenuis

Alyssum sp.

Anthoxanthum odoratum

Armeria maritima
Arrhenatherum elatius
Asclepia metallorum
Astragalus sp.

Avena sativa

Becium aroxiride ssp. lupotoense
Becium homblei

Brassica juncea

Calluna vulgaris
Canavalia ensifornis
Crotalaria cobalticola
Cryptophalum exfoliatum
Cynosurus cristatus
Dactylis glomerata
Deschampsia cespitosa

Elodea

Eichornia crassipes
Festuca ovina

Festuca rubra
Haumaniastrum sp.
Haumaniastrum robeti
Herausgegeben

Hybanthus astracaledonicus

As, Zn, Ni, Cu, Pb

Ni
Pb, Zn

Cu

Cu

Cu

Se

Cu, Zn

Cu

Cu

Pb, Cd, Cr, Ni, Zn
Cu, Ar

Ni

Co

Mn

Cu

Cu

Al, Cd, Pb, Zn, Ni,
Cu, Co

Pb, Cu, Zn, Cd, Ni,
Hg

Pb, Cd, Ni, Hg
Cu, Zn, Pb

Cu, Pb, Zn

Cu

Cu

Ni

Ni, Cr
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Gregory, 1965; Allenet al.. 1971;
Porter et al.. 1975; Harborne 1982;
David et al. 1995.

Michell et Burridge, 1980
Gartiside et al. 1974; Gartside et al.
1974

Woolhouse, 1983

Gartiside et Mcneilly, 1974
Duvingneaud et al. 1963

Caroline et al. 1991

Michell et Burridge, 1980
Duvingneaud et al. 1963

Cannon, 1960; Reilly, 1969
David et al. 1995.

Porter et Peterson 1975
Marschner, 1985

Michell et Burridge, 1980
Ibrahimzadeh 1984

Gartiside et Mcneilly, 1974
Gartiside et Mcneilly, 1974
Gartside et al., 1974;, Cox et al.,
1980

Genin -durbe, 1988

Maes, 1986

Marschner, 1985

Marschner, 1985, David et al. 1995.
Ibrahimzadeh, 1984

Duvingneaud et al., 1963
Marschner, 1985

Leeetal., 1978



Tableau II. 4 (suite) : Plantes résistantes et/ ou accumulatrices de métaux lourds.

Plante Métaux Référence
llex crenata Zn, Cd Memon, 1982
Jasione montana Ar Peterson, 1971
Lolium perenne Cu Gartiside et Mcneilly, 1974
Lotus purshianus Cu Wu et Kruckenberg, 1985
Lupinus bicolor Cu Wu et Kruckenberg, 1985
Mechovia grandifolora Mn Ibrahimzadeh, 1984
Mimulus guttatus Cu, Zn, Pb Allen et al., 1971 Searcy et al.,

1985; Heller, 1993

Pimelea suteri Cr Peterson, 1971
Plantago lanceolata Zn, Pb Gartiside et McNeilly, 1974
Poa trivialis Cu Gartiside et McNeilly, 1974
Psychotria dovarri Ni, Cr lLeeetal., 1978
Sibertia acuminata Ni, Cr Leeetal., 1978
Silen dioica M.L. Searcy et Mulcahy 1985
Silen inflata Zn, Cu, Pb Broker 1963
Thalaspi alpestre Zn, Pb, Cd Ernst, 1975
T. caerulescens ML David et al. 1995.
T. calaminare Zn Caroline et al., 1991
T. goesingense Ni Homer et al. 1991
Triumfetta dikuluvensis Cu Duvingneaud et al. 1963
Triumfetta cupricola Cu Duvingneaud et al. 1963
Vicia sp. M.L. Caroline et al., 1991

Viola calaminaria

Ni, Zn, Cu, Cd, Pb,

Leeet al., 1978; Baker, 1981

* M. L. : Métaux lourds.
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CHAPITRE III

BIO-ACCUMULATION DES METAUX LOURDS PAR LES CHAMPIGNONS

II1. 1. Matériels et méthodes :

II1. 1. 1. La boue industrielle :

Elle est utilisée dans nos expériences comme contaminant du milieu de culture. Cette
boue est issue du traitement des effluents industriels par la précipitation de leur contenu en
métaux lourds. Ses teneurs en métaux lourds sont comparées a celles de la crofite terrestre
(Clarke ~ abondance naturelle de ces éléments dans la crofite terrestre) dans le tableau III. 1.

Tableau III. 1: Teneur en métaux lourds de boue utilisée (ppm).

Métaux Boue Clarke Boue/ Clarke
Fe 60800 56 300 1,08
Zn 22300 70 318,57
Cu 7700 55 140,00
Ni 4060 75 54,13
Cr 25000 100 250,00
Cd 150 0,2 750,00
__ XML 120010 56 600,2 2,12

[M Fe 50,7 %
7n 18,6 %

Cu 6.4 %
Ni 34 %
o Ccr 208%
B G 0,1 %

Figure III. 1 : Pourcentage des métaux lourds dans la boue utilisée.
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III. 1. 2. Milieux de culture :

Les milieux de culture pour les champignons ont €té préparés soit a partir du milieu
solide ‘malt-gélosé’ (MG) soit a partir du milieu liquide'malt' (annexe 1). Les milieux de
culture témoins et les milieux contaminés par différentes concentrations de boue sont ramenés
a un pH égal a 7 et stérilisés dans l'autoclave a 120°C pendant 20 minutes. Ensuite, les
milieux solides sont répartis dans les boites de Pétri. Enfin, les milieux liquides, a raison de

50 ml dans des flacons de 150 ml bouchés par le coton, sont stérilisés de la mé&me fagon.

IIL. 1. 3. La sensibilité des champignons aux métaux lourds :

'Coriolus versicolor' a ét€ choisi comme organisme test pour estimer la résistance et la
croissance de ce champignon sur les milieux contaminés par les boues a métaux lourds.
L'effet des métaux lourds sur le champignon a été déterminé par comparaison de la croissance
en absence et en présence des concentrations variables de boue. Les développements des
hyphes ont été évalués sur les milieux malt - gélosés en absence et en présence des métaux
lourds sous forme de concentration croissant de 0,1 a 100 g/l de boue. La croissance du
champignon a été estimée par mesure de l'augmentation des diametres de colonies pendant 18
jours d'incubation a 21°C (figure III. 2).

10 g/1 15 g/1 20 g/l 25 g/1 30 g/

Figure III. 2 : Croissance du mycélium de Coriolus versicolor sur les milieux
de culture contenant des concentrations variables de boue.
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IIL 1. 4. Isolement des champignons tolérants aux métaux lourds :
Un ‘screening’ est effectué afin de rechercher les champignons capables de se

développer sur les milieux contenant les métaux lourds.

Les échantillons de terre ont été prélevés a partir de 1'horizon (0 a 10 cm) a l'aide de
spatules préalablement lavées a I'éthanol et introduits dans des sacs stériles. Différents types
de sols ont été utilisés, pour chacun on a ajouté 10 g de sol a 90 ml de suspension stérile de
‘T.S.” (Annexe 1).

On a procédé a une série de suspensions - dilutions des échantillons, par addition d'eau
distillée stérilisée (1/10, 1/100, 1/1000, ...), aprés agitation on a prélevé stérilement 0,1 ml de
chaque dilution qu’on a €étal€ sur les milieux malt - gélosés contaminés par une dose de 50 g/l
de boues. Les boites ont été incubées pendant S jours a 21° C et les souches résistantes ont été
purifiées. Ces souches sont repiquées et semées sur les milieux contenant des concentrations

croissantes de boue (figure III. 3).

I11. 1. 5. Mesure d'absorption des métaux lourds par les champignons :

Le champignon est incubé sur le milieu liquide témoin et les milieux contenant des
boues (100 g/l et 250 g/l). Au bout de 4 semaines, le produit est lavé a I'eau distillée, filtré et
séché dans une étuve a 105 °C pendant 24 h. La quantité de métaux lourds a été déterminée
par la méthode d'absorption atomique.

IIL. 1. 6. Estimation de la quantité de métaux absorbée par le champignon :
Pour estimer la quantité des métaux lourds susceptibles d'€tre absorbés par le
champignon, l'ensemencement de Penicillium. sp est réalisé dans un bac (35 * 55 * 20 cm)
contenant le milieu liquide et 200 g/l de boue. La surface du bac a été couverte par un film de

polyéthyléne noir, et la croissance a €té suivie pendant 4 semaines.

L'agitation a été effectuée une fois par jour en prenant garde de ne pas déformer les
colonies de champignons. Ensuite, la partie supérieure du milieu est filtré. Les mycéliums
restant sur le filtre ont été lavés par I'eau distillée, et portés a 1'étuve a 105° C pendant 24
heures. Puis, ils ont été pesés et leur teneur en métaux lourds a été déterminée par absorption

atomique.

II1. 1. 7. Effet de Cd sur la croissance des champignons :
L'effet individuel d'un métal lourd sur la croissance des champignons a été étudié
comme suivant. Penicillium. sp est incubé sur le milieu malt - gélosé contenant 0 a 700 ppm
de Cd(NO3)3,4 HyO. Au bout de 4 semaines, I'effet dumétal surle champignona été déterminé

par comparaison des surfaces des colonies développées surles différents milieux.
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MG : milieu malt-gélosé

CS : Concentration du solide

Figure III. 3. : [solement des champignons résistants aux métaux lourds.
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III. 2. Résultats :

II1. 2. 1. La sensibilité des champignons aux métaux lourds :
Les développements des colonies de Coriolus versicolor sur les milieux de culture
contenant les concentrations croissant de 0,1 a 100 g/l de boue sont consignés dans la

figure III. 4.

40r .
Boue dans les milieux
de culture (g/l)

—— T

. Ig”
srnnmPrmans Iogﬂ

—&— 15g/l
asomsfremens 20gﬂ

Croissance de colonie [mm)

' ; ' = ' ! il Jours
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Figure III. 4 : Développement de la colonie de Coriolus versicolor sur les
milieux de culture avec les concentrations variées de boue.

La croissance des colonies dans le milieu témoin et les milieux contaminés peut étre
représentée par des équations suivantes :

Témoin Y= -29 +432X R2=0,94
1 g/l de boue Y= -302 +3,67X R2 = 0,96
5 g/l de boue Y= -1099 +232X R2 =098
10 g/l de boue Y= -570 +142X R2=0,99
15 g/ldeboue Y= -1181 +1,5 X R2=0,95
20 g/l de boue Y= -1411 +147X R2=0,99

Y = Croissance de colonie (mm),
X = Temps nécessaire pour développement (jour).

R = Coefficient de corrélation

On a constaté que :

- dans les milieux ayant moins de 1 g/l de boue les effets des polluants ne sont pas
perceptibles et les colonies de champignon couvrent toutes les surfaces des boites
apres 10 jours d'incubation,

- pour les concentrations de boue de 5 g/l a 20 g/l le développement des champignons
est retardé et li€ a la quantité des éléments lourds dans le milieu de culture,

- sur les milieux contenant plus de 20 g/l de boue la croissance de champignon est
partiellement arrétée.
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II1. 2. 2. Sélection des champignons tolérant des métaux lourds :

Apres l'incubation des champignons d'origine tellurique dans le milieu malt-gélosé
avec des concentrations variées de 0,1 a 600g/ 1 de boue, les champignons résistants aux
métaux lourds sont isolés.

Les souches appartenant aux genres :

- Penicillium expansum - Acremonium strictum
- Papulaspora rubide - Fusarium oxysporum
- Aspergillus versicolor - Aspergillus groupe flavipes

poussent bien sur le milieu ayant 250 g/ | de boue et contenant les métaux suivants :

Cd 37,5 ppm Ni 1015 ppm
Cu 1925 ppm Zn 5575 ppm
Cr 6250 ppm Fe 15200 ppm

Selon une comparaison des surfaces de colonies qui poussent sur le milieu précédent,
la tolérance des champignons aux métaux lourds est classée en ordre décroissant comme suit :
Penicillium expansum > Aspergillus groupe Flavipes >Aspergillus versicolor >
Acremonium strictum >Fusarium oxysporum >Papulaspora rubide.

La souche de Penicillium expansum que nous avons obtenu de certaines répétitions
d'incubations et de sélections, est méme capable de se développer sur un milieu contenant 500
g/l de boue.

III. 2. 3. Effet de la variation du pH sur le développement de champignon :

La croissance de mycélium de P. expansum est expérimentée dans les milieux de
culture de MG avec 250 g/ | de boue dont les pH ont été ramenés a 6, 6,5, 7, 7,5 et 8 (par HCI
0,1 N ou NaOH 0,1 N). Les résultats des mesures des surfaces de boites couvertes par ce
dernier montrent une variation de la vitesse de développement de ce champignon en fonction
du pH, avec un maximum a pH égale a 7 (figure III. 5).

30

surface de colonte (cm?)

Figure IIL. § : Influence du pH sur le développement de colonie de
P. expansum sur les milieux de ‘MG + boue’.
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IIL. 2. 4. Influence des concentrations variées de Cd(NO3)3.4 H,O
sur la croissance de Penicillium sp.:

Les résultats obtenus de I'incubation de Penicillium sp. sur le milieu MG contenant de
0 a 700 ppm de Cd(NO3)2.4 H20 montrent une forte inhibition par le cadmium sur la
croissance du champignon a partir de 50 ppm de nitrate de cadmium (figure I1I. 6).

Apres 4 semaines d'incubation, la croissance de colonie, dans le milieu contenant 200
ppm de nitrate de cadmium, est réduite a environ 50 %. Cette réduction de la croissance de ce
champignon a ét¢ obtenue par son incubation sur un milieu MG ayant 400 g/l de boue. Ceci

souligne la haute toxicité de cadmium pour la croissance de ce champignon.

4 semaines

Surface de colonie (Cm 2)

2 semaines

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Nitrate de cadmium (ppm)

Figure III. 6 : Développement de Penicillium sp. sur le milieu ‘malt-gélosé€’
additionné de concentration croissante de Cd(NO3);.4 HyO.

IIL 2. 5. Accumulation des métaux lourds par Penicillium expansum :

Les analyses comparatives entre des teneurs en métaux lourds de Penicillium
expansum croissant sur un milieu liquide contenant du malt, et de 2 autres milieux contenant
du malt mais enrichis avec 100 g/l ou 250 g/l de boue (Tableau III. 2 et figure III. 7) montrent
que ce mycélium est capable d'accumuler des quantités importantes de métaux lourds (Cr, Cu,
Ni...), et les accumulations varient en fonction du métal considéré.

On a constaté que la teneur en chrome de P. expansum poussant sur le milieu avec 250
g/l de boue atteint 65,3 ppm ce qui correspond a plus de 65 fois la teneur du champignon qui
pousse sur un milieu contenant 100 g/l de boue et 217 fois plus de la teneur de celui qui a
poussé sur le milieu témoin. La teneur de cuivre accumulée par ce champignon ayant poussé
sur le milieu 'pollué' (250 g/l) peut atteindre 17 303 ppm, ce qui correspond a plus de 1 600
fois la teneur moyenne du témoin. La teneur en cadmium atteint 11 ppm, soit a peu prés 7,3
fois celles du témoin.
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Tableau III. 2 : Teneurs comparées de Ca et de métaux lourds de P. expansum qui pousse
sur le milieu témoin et les milieux pollués (100 g/l et 250 g/l de boue).

Métal T Cl C2 C1/T C2/T C2/C1
Ca 2590,0 28 900 32400 11,2 12.5 1,1
Fe 112,0 2293 1075 20,5 9,6 0,5
Zn 753 890 234 11,8 3,1 0,3
Cu 10,8 5050 17303 467,6 1 602,1 34
Cr 0,3 I 65 3.3 2177 65,3
Ni 1,7 10 36 5,8 21,2 3,6
Cd 1,5 4 11 29 73 2.5
T  =Teneurs en métaux du champignon qui pousse sur le milieu témoin (ppm),

Cl = Teneurs en métaux du champignon qui pousse sur le milieu contenant 100 g/l de boue (ppm),
C2 = Teneurs en métaux du champignon qui pousse sur le milieu contenant 250 g/l de boue (ppm).
3 3

10 ppm a 10 ppm b
35 18
30 16 ™
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2000 [
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1500 40
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500 : 0
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BT 100g/1 de boue @ 250g/1 de boue

Figure 111. 7 : Teneurs en Ca et en métaux lourds de P. expansum se développant sur
le milieu témoin et les milieux pollués (100 g/l et 250 g/l de boue).
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Les quantités de calcium et de nickel augmentent aussi avec l'accroissement de la
quantité de boue dans le milieu de culture. Cependant, les teneurs en fer et en zinc du
P. expansum , cultivé sur des milieux contenant 100 et 250 g/ 1 de boue, baissent (figures III.
7 a lll. 7 d). Ceci est probablement d@i au mécanisme de remplacement d'un élément par
d'autres ( par exemple le fer par le cuivre, chrome, nickel, cadmium, ... ).

IIL. 2. 6. La quantité de métaux lourds absorbée par une biomasse fongique :

L'incubation de Penicillium sp. dans un bac contenant le milieu liquide ayant 200 g de
boue par litre est faite pour estimer la quantité de métaux absorbée par le champignon dans
une condition non stérile. La biomasse obtenue a été un mélange de champignons variés
(Penicillium sp., Acremonium sp., Aspergillus sp.). Aprés quatre semaines, la biomasse
totalise environ 25 grammes de mati¢re seéche de champignons ayant poussé sur environ 15
litres de milieu liquide. La comparaison de la teneuren Ca et en métaux lourds de ce produit
avec celui du témoin est présentée dans le tableauIlI. 3. La quantité totale des métaux dans le
milieu de culture ( TM) et la quantité de métaux retenue par la biomasse de produit fongique
(TC) ont été calculées comme suit :

TM (gr)=CM * 15

TC (gr) = CC * 25,3 / 1000

oll CM est la concentration des métaux lourds dans le milieu (mg/ kg),
CC est laconcentration des métaux lourds de la biomasse de champignon (mg/ kg).

Les rapports des métaux retenus par la biomasse fongique sont résumés dans le tableau
I11. 3. Aprés 4 semaines d'incubation, le rapport CC/ CM atteint environ 16 %. Ceci indique
que la concentration de métaux lourds dans la biomasse est 0,16 fois celle du milieu de
culture. Cependant, la quantité totale des métaux lourds retenue par cette biomasse représente
environ 0,03 % de celle du milieu de culture. Il semble clair que la décontamination des
effluents industriels par les champignons sera un processus lent.

Tableau III. 3 : Comparaison de la teneur en métaux lourds du
champignon avec celle du milieu de culture.

Métaux CMppm CCppm CC/CM% TM(mg) TC(mg) TC/TM%

Ca 39760 32400 82 596 400 819,7 0,14
Fe 12 160 1075 9 182 400 27,2 0,01
Cr 5000 653 13 66 900 16,5 0,02
Zn 4 460 234 = 23 100 59 0,01
Cu 1540 17303 113 12 180 43,8 0,19
Ni 812 36,5 5 75 000 0,9 0,01
Cd 30 11,6 39 450 0,3 0,07
Y ML 24 002 37404 16 360 030 94,6 0,03
CM = Concentration de métaux dans le milieu, CC = Teneur en métaux du champignon,
TM = Quantité de métal dans le bac, TC = Quantité de métal pompé par les champignons,

¥ ML = Teneur totale en métaux lourds.
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III. 3. Conclusions :
D'apres les résultats obtenus dans cetle partie de travail on peut conclure que :

1. Les boues industrielles contenant des grandes quantités de métaux lourds sont
toxiques et nuisent au développement normal des champignons,
2. Les doses €levées des métaux lourds affectent la population, la croissance des

champignons et diminuent le taux de la biomasse produite,

3. La sensibilité des champignons aux exces de métaux lourds dépend de la nature de

['élément, du type du milieu et de la population fongique.

En effet la recherche des champignons résistants a exigé une longue période
d'expérimentation. Dans la microflore des sols analysés, quelques espéces de champignons
(Penicillium sp., Acremonium sp., Aspergillus sp. Papulaspora sp.) présentent une forte
résistance quand elles sont cultivées sur des milieux malt-gélosés mélangés avec 250 g/l de

boues industrielles contenant la quantité élevée de certains métaux lourds.

Parmi les champignons isolés, Penicillium expansum , présente une capacité
importante de rétention des métaux lourds par rapport a d'autres champignons.

Cependant, la quantité de métaux lourds retenue, aprés quatre semaines d'incubation,
est faible pour envisager une décontamination totale par les champignons. C'est pour cette

raison que l'alternative de la décontamination du sol par les plantes a été expérimentée.
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CHAPITRE 1V

BIO-ACCUMULATION DES METAUX LOURDS PAR LES PLANTES

IV. 1. Matériel et méthodes :

IV. 1. 1. Germination et plantation dans les boues :

Les semences de tomate, carottes et cresson alénois ont été immergées dans l'eau
durant une nuit. Elles sont ensemencées dans des pots de 10¥10*¥12 cm remplis par de la
tourbe (milieu témoin) ou un mélange de tourbe, ayant des quantités croissantes de boue (de
10 a 100 %). Chaque traitement comporte S pots et chaque pot contient 5 graines. Ces pots
sont mis dans une pi¢ce thermostatée a 28 °C et éclairée pendant 16 heures par jour par des
panneaux de tubes fluorescents. Afin d'éviter le lessivage du milieu par l'arrosage, les pots
sont placés dans des plateaux de 2 cm de profondeur et le niveau de l'eau est maintenu a un

cm de hauteur. Le niveau de I'eau a ét¢€ contrdlé périodiquement.

Apres avoir semé les graines dans le milieu témoin, les jeunes plants 4gés de 15 jours
ont été transplantés dans les pots contenant le milieu témoin ou contaminé afin d'examiner la
tolérance et I'accumulation des métaux lourds par les plantes. Le développement et la survie
de ces végétaux ont été suivis en fonction de différentes concentrations de boue.

IV. 1. 2. Mesure de la matiére séche et del'absorption des métaux lourds par les plantes:
Les jeunes plantes agées de 15 jours ont été transplantées dans le milieu témoin et le
milieu contaminé. Au bout de 7 semaines, on a récolté les plantes, débarrassé les racines du
terreau par agitation dans I'eau. Puis, les parties aériennes et les racines ont été séparées,
lavées et séchées a I'air ensuite a I'étuve a 70° C pendant 48 heures. La matiere seéche des
parties épigées et hypogées est pesée. Les métaux lourds ont été quantifiés par la méthode
d'absorption atomique.

IV. 2. Résultats :

IV. 2. 1. Teneur en métaux lourds et pH des milieux de culture :
Les milieux de culture sur lesquels poussent les plantes sont des terreaux ayant des
quantités croissantes de boue allant de 0 a 100 %. Les teneurs en métaux lourds dans les
différents milieux de culture sont présentées dans le tableau IV. 1. Le pH du milieu de culture

augmente de 5,5 pour le milieu témoin a 7,5 pour 100% de boue ( figure IV. 1).
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Tableau IV. 1 : Tencurs en métaux lourds présents dans les
différents milieux de culture utilisés (ppm)

% de boues Fe Zn Cu Ni Cr Cd > M. L.
Témoin 1 856,0 7420 89,4 0,5 34,1 1,0 27230
10 77504 28978 850,5 406,5 2530,7 159 14 451,8
20 136448 5053,6 1611,5 8124 50273 30,8 26 180,4
30 195392 72094 23726 12184 75239 458 38 8093
40 254336 9365,2 3133,6 16243 10020,5 60,6 49 6378
50 313280 11521,0 38947 20303 12517,1 75,5 61 366,6
60 372224 136768 46558 24362 150136 904 73 095,2
70 43 116,8 158326 54168 28422 175102 1053 84 8239

5'0 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100

% de boue

Figure 1V. 1 : Variation du pH des milieux de culture.

1V. 2. 2. Germination des graines dans les boues :

La tomate a été choisie comme plante indicatrice. Apres avoir semé des graines dans le
milieu témoin (tourbe) et les milieux contenant de 10 a 50 % de boue, on a mesuré le
pourcentage de germination de ces graines en fonction du temps. Durant 24 jours, on a
observé une inhibition de la germination dans les différents milieux contaminés (figure I'V. 2).

100 A

90 -

80 %%de boue

70 —o— T
E ....... Qeieivee 10%
E 60 — 20%
o 40 7 —e— 40%
- sesansaafrennens 50%
® 30

20

10

O 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 Jours

Figure IV. 2 : Germination des graines de tomalte dans différents milieux.
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Le tableau IV. 2 groupe la corrélation linéaire entre le pourcentage de germination 'G'
et le temps 't'. Les résultats tendent & montrer qu'une corrélation entre le pourcentage de
germination en fonction de temps est acceptable pour les milieux de culture contenant jusque
30 % de boue. La corrélation pour les milicux contenant plus de 30 % de boue ne peut étre
prise en considération. Il semble important de souligner que le temps nécessaire pour la
germination augmente rapidement pour des milieux de culture ayant plus de 30 % de boues.

Tableau IV. 2 : Corrélation entre le pourcentage de germination 'G' de tomateet le temps (t).

Milieu Equation Coefficient de corrélation
Témoin G=-18,71 + 6,481 R2=0,98

10 % de boue G=-2839 +6901 R2=0,90

20 % de boue G=-25,19 + 6,041 RZ=0,95

30 % boue G=-16,17 +442 1t R2 = 0,94

40 % boue G=-592 +1,03t R2=0,79

50 % boue G=-445 +0,751 R2=0,76

En effectuant les mémes expériences avec des graines de cresson alénois, on a constaté
que la germination est peu affectée par le milieu ayant une teneur de boue inférieure a 40 %
(figure IV. 3). Dans le cas de la carotte, les effets sont plus sensibles que dans le cas de la
tomate et celui du cresson alénois. En effet, la germination des graines de carottes est retardée
dans les milieux contenant plus de 10 % de boue ( figure VI. 4 ). Le pourcentage des graines
qui germent dans le milieu contenant 30 % de boue, représenté par les équations suivantes, se
distingue par un taux remarquable de la germination de cresson alénois dans ce milieu. La
dose sub-létale de boue est 80, 50 et 40 % pour le cresson, la tomate et la carotte,
respectivement.

Tomate G=-16,17+ 442t R2=0,93
Carotte G=-15184 222 R2=0_87
Cresson alénois G =-4533 + 2325t R2=0,998
% de boue

Cresson alénois

90
80 —8— 20%
—— 30%
£7 —— 0%
E 60 —e— 50%
E 50 —ah— 60%
: 40 — = 0%
; 30 —8— B0%

20

10

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 Jours

Figure 1V. 3 : Germination des graines de cresson alénois dans différents milieux.
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Figure IV. 4 : Germination des graines de carotte dans différents milieux.

IV. 2. 3. Résistance et développement des plantes dans les boues :

La transplantation des jeunes plants de tomate, de cresson alénois et de carotte dans les
milieux témoins ou contaminés entraine une inhibition de leur croissance sur les milieux
contenant plus de 30 % de boue avec une dose sub-létale a 50 % pour les plantes
expérimentées (figures IV. 5,1V. 6 et IV. 7).

S

% de plantes rasistantes

0 ; b

semaines

Figure IV, 5 : Résistance des jeunes plants de tomate dans les boues.
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Figure IV. 6 : Résistance des jeunes plants de carotte dans les boues.
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Figure IV. 7 : Résistance des jeunes plants de cresson alénois dans les boues.

Malgré la tolérance notable des graines de cresson alénois au cours de leur germination

dans les milieux ayant jusque 50 % de boue, la croissance des jeunes plantes a été fortement

inhibée dans les milieux ayant plus de 40 % de boue.

; ; : N

On a constaté que la croissance des plantes, surtout au niveau des racines, est d'autant

plus inhibée que le pourcentage de boue dans les milieux de culture est important. On a
également observé que l'augmentation de dose de boue dans le sol (de 5 a 35 %) provoque la

diminution de biomasse (figureIV. 8), de la taille des plantes etcelle des feuilles (figure IV. 9).

Le nombre de feuilles et de boutons augmente et I'‘épanouissement des fleurs est
retardé lorsque la concentration de la boue croit dans le milieu. (figure I'V. 10). La sclérose
des feuilles se manifeste dans les cas des tomates cultivées dans des sols contenants plus de
35 % de boue. Ces phénomenes sont probablement dus a l'influence des métaux lourds sur les

réactions enzymatiques et la synergie ou l'antagonisme entre les métaux lourds et les €]léments

nécessaires a la nutrition de la plante.
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Figure IV. 8 : Effet de la concentration croissante de boue sur la biomasse de tomate.
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Figure IV. 9 : Effet de la concentration croissante de boue sur la taille de tomate.
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Figure IV. 10 : Effet de la concentration croissante de boue
sur les nombres de feuilles et de fleurs.

IV. 2. 4. Accumulation des métaux lourds par les plantes testées :
Les résultats des analyses des tomates, des carottes et des arroches cultivées sur milieu '
témoin et milieu contenant 30 % de boue (Tableau IV. 3 et figure I'V. 11) présentent 'ampleur
de I'accumulation des métaux lourds par espéce testée et aussi la variation de cette teneur dans

les parties épigées et hypogées.

Il semble que la tomate concentre préférentiellement le zinc et I'ensemble des métaux
examinés, alors que l'arroche se distingue par la concentration de cadmium et de cuivre et la

carotte assimile plus de nickel et chrome.
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Figure 1V. 11 : Teneur en métaux lourds des plantes qui poussent sur
le milieu témoin et le milieu contenant 30% de boue.
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Tableau IV. 3 : Accumulation des métaux lourds par les parties épigée et hypogée

des plantes cultivées dans le milieu contenant 30 % de boue.

11

Plante Partie Fe Zn Cu Ni Cr Cd YML %
Tomate  ppio¢e 240 312 51 ] 4,0 6,3 621,6 17,7
Hypogée 1369 1180 312 10 61 7.6 28846 823

Arroche  ppioge 62 68 75 12 19 69 8457 255
Hypogée 1232 707 483 20 75 17,5 24669 745

Carotte  Epiose 260 134 20 29 162 9 4631 572
20 133 27 3463 428

Hypogée 218 81

* Les chiffres en gras sont les valeurs maximum dans la colonne.

ML = métaux lourds

On peut présenter pour les plantes testées, la capacité de rétention de différents

éléments dans la partie aérienne et celle des racines par ordre décroissant :

Partie aérienne
Cd  arroche > tomate > carotte
Cr carotte > tomate > arroche
Ni carotte > arroche > tomate
Cu arroche > tomate > carotte
Zn arroche > tomate > carotte
e carotte > tomate > arroche
M.L. arroche > tomate > carotte

Racine
arroche > tomate > carotte
carotte > arroche > tomate
carotte > arroche > tomate
arroche > tomate > carotte
tomate > arroche > carotte
tomate > arroche > carotte
tomate > arroche > carotte

[’étude comparative de distribution des métaux lourds dans les parties de tomate *
cultivée sur le sol contenant 30 % de boue (figure IV. 12), confirme les résultats de 1'étude

bibliographique en ce qui concerne la forte accumulation de métaux lourds par la racine et le

peu de contamination de fruit en ces éléments (Page et al., 1981; Peterson, 1986).

100
2 % %
80 4+ /7 / , 7
7

60 4

40 4+

20 4

0 -
Fe Zn Cu Ni Cr Cd ML
O Fruit Partie aérienne [ Racine

Figure IV. 12 : Répartition des métaux lourds dans les différentes
parties de tomate cultivée dans le sol contaminé.
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La distribution exceptionnelle du cadmium, peut étre expliquée par sa propriété
physiologique de répartition facile dans les tissus végétaux. Mais la comparaison de la teneur
en métaux lourds du sol utilisé a I'abondance naturelle de la couche terrestre, définie par le
Clarke, montre que lorsque la concentration de cadmium dans le sol contaminé est forte
(tableau I'V. 4), la racine ne réussit pas a barrer le cadmium.

Tableau 1V. 4 : Comparaison entre la teneur en métaux lourds de sol
contenant 30 % de boue et I'abondance naturelle.

Fe Zn Cu Ni Cr Cd
Sol 19539,2  7209,4 2372,58 121838 7523,87 45,7
Clarke 56300 70 55 75 100 0,2
Sol/Clarke 0,35 102,99 43,14 16,25 75,24 228,50

L'analyse comparative de l'accumulation des métaux lourds par la partie épigée et la
partie hypogée des plantes, qui poussent sur le milieu contaminé (30 % de boue), indique une
forte rétention des métaux lourds dans la racine de tomate et d'arroche. En revanche la carotte
accumule la plupart des métaux lourds dans la racine. Plus de 75 % de métaux lourds
assimilés par la tomate et l'arroche sont retenus par les racines, alors que dans le cas de la
carotte, environ 43 % des métaux lourds assimilés par la plante se trouvent dans les racines.
(Tableau V. 5).

Tableau I'V. 5§ : Rapport de la teneur en métaux lourds, racine/ partie
aérienne des plantes contaminées.

Fe In Cu Ni Cr Cd ML
Tomate 5,70 3,78 6,11 1,21 1,53 1,21 4,64
Arroche 19,90 1,03 6,44 1,66 3,95 2,54 2,92
Carotte 0,84 0,60 0,57 0,70 0,82 0,69 0,75

La diminution des teneurs en métaux lourds dans les parties consommables des
végétaux (la partie aérienne de tomate et d'arroche et la racine de carotte), est intéressante si
l'on consideére la chaine alimentaire. Cependant, la rétention des métaux par les racines,

présente une difficulté dans le cas de bio - décontamination du sol.

Pour comparer I'accumulation des éléments par les plantes, on a suggéré le facteur
d'assimilation o (teneur en métaux lourds des plantes cultivées dans le milieu contaminé par

rapport a celle de plantes témoins). Au cours de ce travail, ce facteur est souvent supérieur a
un (tableau IV. 6).

Le facteur d'absorption 3, présente le rapport de la teneur des métaux lourds retenus
par les racines par rapporta celle des métaux lourds dans le milieu (tableau IV. 7). Pour toutes

les especes testées, onaobservé que ce facteur varie de 0,002 2 0,38.
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Tableau IV. 6 : Facteur d'assimilation des métaux lourds par la partic aérienne et la racine des
plantes testées

Plante A Fe O Zn A Cu O Ni a Cr acd

Partie Tomate 0,76 1,79 1,87 82,00%* 40,00 7,00
aérienne  Aproche 0,94 1,82 5,51 10,00 4,75 13,80
Carotte 1,46 1,90 1,72 6,43 1,66 2,43

Racine  Tomate 1,68 3,16 2,01 2.25 2,03 1,31
Arroche 1,58 2,84 4,85 3,62 2,50 4,86

Carotte 1,34 1,08 0,68 1,64 2,96 1,44

* Les chiffres en gras sont les valeurs maximales.

Tableau 1V. 7 : Facteur d'absorption des métaux lourds par les racines des plantes testées.

Plante B re B Zn B cu B Ni Bcr B ca ByMmL
Tomate 0,07 0,16 0,132 0,008 0,001 0,17 0,08
Arroche 0,06 0,10 0,204 0,016 0,001 0,38 0,07
Carotte 0,01 0,01 0,005 0,017 0,002 0,06 0,01

Le tableau IV. 8 regroupe les informations sur les teneurs en métaux lourds du sol

témoin, du sol contaminé et leurs rapports ainsi que celles des plantes témoins, plantes

contaminées et leurs rapports. Ce tableau permet de quantifier I'impact de 'augmentation de la

concentration de métaux lourds dans le sol sur l'accroissement de la capacité de rétention des

plantes.

Tableau IV. 8 : Comparaison des taux de teneur en métaux lourds du sol et de la racine de tomate.

ST SC SC/ST PT PC PC/PT

Fe 1856,0 195392 10,5 813,0 1369,0 1,7
Zn 74,2 72094 97.2 374,0 1 180,0 32
Cu 89,4 23726 26,5 155,0 3120 2,0
Ni 0,5 12184 2256,3 4.4 9,9 2.3
Cr 34,1 75239 220,6 3,0 6,1 2,0
Cd 1,0 45,7 45,7 58 7,6 1.3
> ML 20552 379091 18,4 1355,2 2 884,6 2,1

ST : Concentration de métaux dans le sol témoin

PT : Teneur en métaux de plante témoin

SC : Concentration de métaux dans le sol contaminé

PC : Teneur en métaux de plante contaminée

Ce tableau indique que I'augmentation de la teneur en nickel dans le sol par un facteur
de 2 256 se traduit par un accroissement de la capacité de rétention de la plante contaminé par
un facteur égal a 2,3. L'augmentation des teneurs des autres éléments dans le sol produit un
effet similaire sur la capacité de rétention des plantes contaminées.
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Ceci confirme que les plantes possédent une auto - protection assez efficace contre la
pollution du sol. Cependant, le doublement des teneurs en métaux lourds et la substitution du
fer par d'autres métaux lourds et en danger la chaine alimentaire.

IV. 3. Conclusions :

Les expériences effectuées sur I'accumulation des métaux lourds par les plantes
cultivées permettent d'envisager l'utilisation des végétaux supérieurs en bio-décontamination
des sols pollués par les éléments toxiques.

La concentration élevée des boues industrielles, contenant des métaux lourds, dans le
sol, entraine une inhibition de la germination et de la croissance des plantes.

On a constaté que la croissance des plantes, surtout au niveau des racines, est d'autant

plus inhibée que le pourcentage de boue dans les milieux de culture est important. | |
[

La sensibilité des plantes aux milieux pollués varie en fonction de I’espece et de la
concentration des éléments toxiques.

Les plantes testées tomate, carotte, et arroche (Atriplex hastata ) montrent une
tolérance évidente et elles croissent bien sur les milieux ayant 30 % de boue contenant, 45
ppm Cd, 1 218 ppm Ni, 2310 ppm Cu, 6 690 ppm Zn, 7 500 ppm Cr et 18 240 ppm Fe.

On a égaleinenl observé que l'augmentation de la dose de boue dans le sol (de 5a
35%) provoque la diminution du poids, de la taille des plantes et de la taille des feuilles. Les
feuilles et les boutons floraux sont plus abondants lorsque la concentration de la boue
augmente, mais une inhibition de I'épanouissement des fleurs se manifeste avec
l'augmentation de la dose de boue. La sclérose des feuilles se présente aussi sur les tomates
cultivées dans les sols contenants plus de 35 % de boue.

L'absorption et I'accumulation des métaux lourds par les plantes dépendent a la fois de
I'espece végétale et de I'élément chimique considéré ou encore du rapport des concentrations
entre certains métaux. Ainsi, un niveau élevé en certains métaux dans le milieu entraine une
diminution de I'incorporation du fer. On a constaté que l'arroche (Atriplex hastaia) est capable
d'accumuler des quantités importantes de cadmium, de cuivre et de zinc, et la carotte peut

absorber plus de chrome et de nickel.

L'importance de la distribution dans les différentes parties des plantes est fonction de
la nature de 1'élément. En général, les teneurs des métaux toxiques sont plus élevées dans les

racines que dans les tiges et les feuilles (exception pour la carotte).

Les facteurs d'absorption mesurés étaient toujours inférieurs a 1, ceci confirme
I'existence de mécanismes de protection chez les végétaux, réduisant le passage sol-plante des
¢léments.



A. Résistance et développement des plantes dans les boues:
A1l: Tomate
A2: Arroche
A3: Carotte
A4: Epinard

B. Inhibition de développement des racines en addition
de % de boue dans le sol:
B1: Tomate
B2: Arroche
B3: Carotte

C. Apparition de sclérose des feuilles de tomates cultivées
dans des sols contenants plus de 35 % de boue.

D. Culture de tomate dans la boue






CHAPITRE V

Action individuelle d'un métal lourd sur la plante

V. 1. Matériel et méthodes

Cette étude est réalisée afin de déterminer l'effet d'un métal lourd sur la germination et
la croissance des plantes. Les expériences ont été effectuées en milieu nutritif stérilisé sans
ajout des matieres organiques a pH constant et égale a 7. Les tests sont faites avec les grains

et les plants de tomate.

Le cadmium a été choisi en raison de sa facilité d'assimilation par les plantes.
L'influence des différentes concentrations de nitrate et de chlorure de cadmium a été
déterminé sur la germination, la croissance et répartition des certains métaux dans la partie

aérienne et les racines de tomate.

Le milieu de culture pour la germination est constitué de la solution nutritive
‘Hogland’ (cf. annexe 1) a la quelle on a ajouté 8 g/l d'agar-agar. La germination a été réalisée
dans des boites de Pétri contenant le milieu nutritif témoin ou les milieux contenant le nitrate
de cadmium a base de 2 a 160 mg/l Cd2+. Chaque traitement comporte 5 boites de Pétri et
chaque bofite contient 20 graines.

La croissance des plantes a ét€¢ mesurée par implantation des jeunes plants de tomate,
agés de 15 jours, dans des flacons de 120 ml. Ces derniers ont été au préalable lavés par l'eau
distillée et remplis par la solution nutritive témoin ou la solution contenant le nitrate ou le

chlorure de cadmium ayant des concentrations de Cd2+ de 2 a 160 mg/I.

Les expériences ont été effectuées dans une piece thermostatée a 28 °C et éclairée
pendant 16 heures par jour. Au bout de 8 semaines on a quantifié lamati¢re séche des plantes
et comparé la diminution de la biomasse produite en fonction de la concentration de nitrate ou
de chlorure de cadmium. L'accumulation de cadmium et de certains métaux indispensables
(K, Ca, Mg, Fe, Zn, et Cu) a été quantifiée et comparée pour les racines et les parties

aériennes des tomates traitées par le nitrate et le chlorure.
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V. 2. Résultats

V. 2. 1. Effet du cadmium sur germination des graines
Le pourcentage de germination de graines de tomate dans le milieu gélosé témoin et
les milieux contenant du Cd(NO3)2 4 H2Oest regroupé dans la figure V. 1.
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Fig. V. 1 : Influence de la dose croissante de Cd2* sur la germination de tomate

Ces résultats montrent une inhibition rapide de la germination des graines en fonction

de la dose croissante de Cd2+.

La différence entre les réactions des radicules et des cotylédons aux doses de cadmium
est trés nette. L'action sur les cotylédons est plus importante que sur les radicules. En effet,

pour des doses supérieures a 100 mg/ | de Cd on n'observe plus de cotylédons.

V. 2. 2. Effet du cadmium sur la croissance des plantes
L'implantation des jeunes plants de tomate dans le milieu nutritif témoin et les milieux
contenant des doses croissantes de Cd(NO3)2 ou CdCl; allant de 15 4 200 mg/l Cd2+ a montré

un effet inhibiteur notable du cadmium sur la croissance des plantes.

Les doses sub-létales sont de 180 mg/ | pour les milieux contenant le chlorure de

cadmium et 120 mg/ | en cas de traitement par nitrate ( figure V. 2).
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Figure V. 2: Croissance de la tomate en fonction de la concentration de cadmium (nitrate ou
chlorure) dans le milieu nutritif

L'effet toxique du nitrate et du chlorure de cadmium sur la croissance de la tomate peut
étre quantifié par le taux de diminution de la biomasse produite (D):

(Mt -Mc)*100
Mi

D

Ou M = biomasse produite ( mati¢re seche )
t = plante se développant dans le milieu témoin,

¢ = plante se développant dans le milieu contaminé

La variation de ce coefficient en fonction de la concentration de Cd2+. dans le milieu

nutritif est montrée dans la figure V.3.
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Figure V. 3 : Effct toxique de Cd?* sur la tomate.
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Selon ces courbes la diminution de la biomasse produite en fonction de la dose de Cd

peut €tre représentée par les équations suivantes:

Racine, nitrate D=0,83m- 1,80 R2 =0,99

Partie aérienne, nitrate D=0,53m-3,60 R2=0,92

Racine, chlorure D=039m-0,20 R2 = 0,86

Partie aérienne, chlorure D=037m+ 2,00 R2=0,94
Ou D = diminution de la biomasse produite

m = dose de cadmium dans le milieu nutritif

R = coefficient de corrélation

Donc, le nitrate de cadmium présente une toxicité plus notable que le chlorure et les

racines sont plus sensibles que les parties aériennes.

V. 2. 3. Degré d'accumulation du cadmium par les tomates
cultivées dans le milieu contaminé
Dans la racine, l'accumulation de cadmium augmente en fonction de la concentration
de I'élément dans le milieu nutritif. Cependant, la présence du cadmium dans les tomates est

plus importante en utilisant un milieu de nitrate que celui de chlorures (figure V. 4).
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Figure V. 4 : Accumulation de cadmium par la tomate en fonction
de la concentration de Cd?+ dans le milieu nutritif.
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La teneur en cadmium des racines est environ dix fois celle des parties aériennes. Ceci
prouve le réle des racines dans la protection de la plante. Ce résultat est en accord avec
cesuxdes autres chercheurs ( Chino et Baba, 1981, Sameni ef al., 1987; Cabrer et al. ,1988).
Pour I’ensemble de biomasse, sa teneur de cadmium dans le milieu de nitrate est supérieure a
celle de chlorure. L'augmentation de la concentration de nitrate de cadmium entrain une
élévation importante de la concentration de cadmium assimilé par la plante aussi bien dans la

racine que dans la partie aérienne

V. 2. 4. Influence du cadmium sur I'accumulation des métaux par la tomate.

Les résultats des analyses des tomates cultivées dans les milieux nutritifs contenant
des concentrations croissantes de nitrate ou de chlorure de cadmium montrent I’ influences de
cadmium sur I’assimilation des métaux indispensables (K, Ca, Mg, Fe, Zn et Cu.). Cet effet
varie en fonction du métal considéré, la dose et la forme chimique du cadmium. La somme de
teneur en calcium et potassium diminue en fonction de la dose de cadmium ( figure V.5). Il
semble que le cadmium remplace ces éléments. A des doses supéricures a 45 mg/ | de
cadmium dans la solution nutritive, le rapport de la teneur en Ca + K dans les racines par

rapport a celle des parties aériennes diminue ( figure V.6. ).
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Figure V.5. Accumulation de Ca et de K par tomate en fonction de la dose de Cd.
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Figure V.6. Distribution de Ca et K dans les parties de tomate en fonction de la dose de Cd.
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La figure V. 7 montre que une faible dose de cadmium dans la solution nutritive ( <30
mg/l) stimule I’assimilation de certains oligo-éléments (Fe, Zn, Cu et Mg) par les plantes.
Cependant, pour des fortes concentrations de cadmium, la teneur de ces éléments diminue
aussi bien dans la plante enti¢re que dans la racine. La distribution de ces éléments dans la
racine et la partie aérienne, en fonction de la dose de cadmium, est illustrée par la figure V. 8.
Il est clair que la répartition des micro - éléments entre la partie aérienne et les racine est

modifiée pour des doses de cadmium supérieures a 15 mg/ 1.
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Figure V. 7. Accumulation de certains oligo-éléments par les tomates cultivées
dans les milicux additionnés par le nitrate de cadmium

Cd dans le milieu nutritif (mg/I’

Figure V. 8. Distribution de la somme des teneurs en Fe, Zn, Cu et Mg
dans les parties de tomate, en fonction de la dose de Cd.
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V. 3. Conclusions

Les résultats obtenus dans cetle partie du travail présentent l'effet toxique des doses
élevées de cadmium sur la germination et la croissance de plantes. Cet effet varie en fonction

de la forme chimique de composé de cadmium.

L'accumulation de cadmium par la plante dépend de sa concentration dans la solution
nutritive. L’assimilation de cadmium par les tomates est plus importante dans un milieu de

nitrate que dans un milieu de chlorure. Ce résultat est confirmé par les travaux de Wu (1989).

La faible teneur en cadmium dans la partie aérienne, par rapport a celle de la racine,
résulte de l'effet de barrage de la racine vis a vis du cadmium. Cette propriété de racine joue
un role important en mati¢re de protection des chaines alimentaires ( McKenna et al, 1991 ).

Les courbes de l'action de dose croissante de cadmium sur l'accumulation des métaux
testés représentent l'interaction du cadmium sur I'absorption et la migration des métaux dans
la plante. Cette influence se présente sous forme soit synergique soit antagoniste et dépend de

la nature d’élément considéré, de la dose et de la forme chimique du composé de cadmium.

L'effet inhibiteur du Cd sur I'accumulation de Ca et K confirme les expériences de
Gerger et Bertell (1991) sur la betterave a sucre (Beta vulgaris). Le cadmium peut agir
directement sur l'absorption de ces €éléments ou par inhibition de la photosynthése et la

croissance de la racine ( Costa er al. 1994a ).
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CHAPITRE VI

BIO- ACCUMULATION DES METAUX LOURDS PAR LES PLANTES SPONTANEES

La modification de la flore des sites contaminés par des métaux lourds (les surfaces
des mines) ou des sites pollués (les boues industrielles) est un des exemples le plus connu de
la puissance de la nature a s'adapter aux différentes modifications a l'environnement. La
présence des certaines plantes métallo-tolérantes est acceptée comme moyen de la recherche
miniere. Plusieurs auteurs ont montré que les plantes originaires des sols riches en métaux
toxiques sont plus tolérantes aux €léments considérés que les plantes témoins (McNeilly et
Bradshaw 1968, Walley et al. 1974).

Il est apparu intéressant d'évaluer la flore d'une zone polluée et de vérifier la
concentration des métaux dans les plantes spontanées. Les especes métal - tolérantes peuvent
étre aussi accumulateurs des métaux lourds. Certaines de ces especes peuvent étre employés
pour :

- recouvrir le sol,

- empécher la dispersion €éolienne des boues,

- concentrer les métaux toxiques.

VI. 1. Evolution de la végétation sur les boues :

La premiére observation a été effectuée en mai 1994 pour étudier I'évolution de la
végétation, en partant des zones les plus récemment rechargées en boues, jusqu'au dernier bac
déja recouvert d'une végétation arbustive.

Au départ, il semble que la présence de certains métaux lourds, méme en quantités
importantes, n'empéche pas totalement la présence de plantes spontanée. Cependant, le type
des déchets influe beaucoup sur la nature de la végétation. La faible diversité des especes
nous permet de déduire que les plantes tolérantes aux boues considérées ne sont pas
nombreuses.

Ainsi dans le bac en voie de remplissage, on peut observer différentes zones :

- une zone marginale située sur la partie la plus haute du bassin. Elle est occupée par
de nombreux semis d'érable sycomore (Acer pseudoplatanus ) jouxtant le bassin. La
largeur de la bande colonisée est de I'ordre de 60 a 80 cm. Elle correspond a un sol
fortement lessivé par les eaux pluviales et la prise en considération de cette espece
végétale ne présente aucun intérét dans le cadre d'une dépollution,



- une zone marginale colonisée par une espéce pionnier, une bryophyte appartenant au
genre Bryum (Bryum caespititium?) retrouvée également dans une dépression du bac
le plus ancien. Cette frange se situe a un niveau inférieur a la précédente. Cette
mousse se retrouve également, en tapis trés dense, dans les zones proéminentes et sur
des monticules déposés depuis plusieurs mois, voire plusieurs années,

- une zone morcelée, disjointe, avec implantation d'épilobe des marais (Epilobium
palustre ) sur des boues relativement récentes et humides,

- des monticules qu'une végétation récente a commencé a coloniser. Le développement
de ces plantes est certainement li€¢ a un lessivage plus ou moins important des

produits ‘toxiques’ par les eaux de pluie.

Les especes pionniers, a la base des monticules, se présentent sous forme de taches
monoespéecifiques en formations ouvertes sur un sol nu, ou parfois sur les surfaces colonisées
par la bryophyte. 11 s'agit d'une matricaire (Matricaria inodora), de laitue sauvage (Lactuca

sp) et de laiterons (Sonchus sp).

Plus haut, des plaques de végétation f[ermées tapissent en partie ces monticules. On y
observe des especes annuelles : paturin (Poa annua), sénegon vulgaire ( Senecio vulgaris ),
des especes bisannuelles: picris fausse éperviere (Picris hieracioides ), onagre (Oenothera
biennis ), circe lancéolée (Cirsium lanceolatum ) et des especes vivaces : circe des champs
(Circium arvense ), laiteron (Sonchus arvensis ), pissenlit (Taraxacum dens leonis) et méme

un arbuste : saule marsault (Salix caprea).

Sur le bac stabilisé, on rencontre une population arbustive constituée de peupliers
blancs (Populus alba ) et de peupliers noirs (Populus nigra ). Ces deux espéces semblent

présenter une bonne vitalité. Populus nigra se développe mieux que Populus alba.

Sous les peupliers, une strate herbacée et semi - arbustive, pousse grace a par ses
rhizomes et presque essentiellement constituée de verge d'or-solidage du Canada (Solidago
canadensis). Quelques autres espéces de la haute friche (rumex , cardére, etc.) sont présentes,

mais en nombre restreint. Le peuplement de Solidago semble étre sub-spontané.

Une dépression située dans un angle du bac et laissant apparaitre les boues non

recouvertes de terre, permet de constater une certaine zonation ( figure VI. 1).

Le roseau (Phragmites communis ) semble avoir souffert. Il semble que sa croissance

est chétive pendant I’année précédente ( voir Ph, figure VI ).

La mousse (Bryum - Bryum caespititium ? ) prolifére dans la zone ou elle n'est pas
concurrencée, mais ses rhizoides n'explorent qu'une partie trés superficielle (soumise au

lessivage) du sol ( voir Be, figure VI ).
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Apparition d'une végétation spontanée sur les boues:

A: Mise en place des boues, présence d'un film de polyéthylene
préservant la nappe phréatique

B: Absence de végétaux

C: Ceinture de jeunes sycomores (Acer pseudoplatanus )

D: Apparition d'une végétation spontanée sur les monticules,
probablement liée au lessivage des métaux lourds.

E et F: Colonisation des sols par les Bryophytes (Bryum caespititium )

et les espéces pionnieres






Bryophytes (B) Taraxacum dens-leonis coll. (T), Cirsium lanceolatum (C),
Matricaria sp (M), Picris hieracioides (P)




Bryophytes (B) Matricaria.indora (M), Sonchus sp., Lactuca. Sp. (L),
Taraxacum dens-leonis coll. (T),Picris hieracioides (P), Senecio vulgaris (S)




La fétuque ovine (Festuca ovina coll ) située sur de petites proéminences a un bel
aspect. Elle ne parait pas étre incommodée par les boues sous-jacentes, mais la profondeur

explorée par les racines n'est pas connue ( voir Fo, figure VI ).

L'épilobe des marais (Epilobium palustre ) présente un aspect normal au stade de

végétation observé, bien qu’elle pousse directement sur les boues (voir Ep, figure VI ).

La fétuque rouge ( Festuca rubra) et le chiendent (Agropyron sp - A. caninum ?) font
suite a la végétation située a la périphérie du bac. Ces deux graminées présentent l'aspect
normal de celles rencontrées dans les prairies non entretenues. Elles sont situées dans une

zone lessivée pres de bordures ( voir Fr et Ac, figure VI ).

-'."-l.—_

Fr: Festuca rubra Ac: Agropyron sp (A. caninum ?)
Fo: Festuca ovina Be: Bryum sp. (B. caespititium ?)
Ph: Phragmites communis Ep: Epilobiom palustre

Figure VI. 1 : Evolution de la végétation en fonction de la topographie, sur le bac stabilisé.

YI1. 2. Evolution saisonniére de la flore :
La deuxiéme observation a été effectuée le 4 aofit 1994, soit trois mois apres le
premier examen pour vérifier le devenir des especes précédemment recensées et de suivre leur

évolution en [onction de leur lieu de croissance.

Cette évaluation nous a permise de placer les plantes ayant poussé sur le bac en cours

de remplissage, dans trois catégories suivantes :
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a. Les plantes résistantes : Lamousse (Bryum) et les laitues sauvages (Lactuca ) et la
matricaire ( Matricaria inodora) se sont bien développées. Les laitues sauvages ont
fleuri et fructifié. La matricaire située sur les monticules et a la périphérie de ceux
ci, a présenté une croissance exubérante et formée des masses seches importantes,

b. Les plantes semi résistantes : Le laiteron (Sonchus oleraceus ), le picris (Picris
hieracioides) et les circes lancéolés (Circium lanceolatum ), développent leur
systeme végétatif, mais ce dernier est de taille médiocre par rapport au témoin.

Le picris a peu fleuri puis fructifié cependant sa taille est médiocre. Une partie de la
population de I'érable est en bordure. Il est probable que les racines ont atteint des
zones plus profondes et plus riches en métaux toxiques.

c. les plantes sensibles : les ¢épilobes des marais (Epilobium palusire) et les onagres
(Oenothera sp.) sont desséchées avant la floraison. Quelques rares pieds ramifiés
subsistent.

d. Les plantes nouvelles : le mélilot blanc (Melilotus alba ), les peupliers blancs
(Populus alba), le saule marsault (Salix caprea), les roseaux (Phragmites ) et la
carotte sauvage (Daucus carota ) sont apparus depuis l'observation de mai.

Le mélilot blanc présentant un bel aspect et s'est dispersé partout. Les peupliers
poussant seulement sur les buttes et ont des aspects variables. IIs sont parfois trés beaux ( plus
de 30 cm pour 3 mois) et parfois chlorotiques. Les roseaux ont une taille réduite et les carottes
sauvage sont présents sur les buttes avec un aspect normal.

VI. 3. Teneur en métaux lourds des plantes spontanées :

Les résultats obtenus par les analyses des végétaux ‘spontanés’ croissant sur les bacs,
contenant des boues industrielles, sont consignés dans les figures VI. 2aet 2b. On peut obser-
ver la capacité remarquable des plantes examinées pourl’accumulation des métaux lourds.

La capacité accumulation des métaux lourds des espéces examinées est présentée dans
I’ordre décroissant dans le tableau VI. 2. Il semble que la Lactuca serriola suivie par
Oenothera lamarkina et Matricaria inodura présentent des capacités notables d'accumulation

des métaux lourds.

Le facteur o défini la teneur de métaux lourds d’une plante contaminée par rapport a
celle de plantes témoins. Le tableau VI. 3 groupe ce facteur pour les éléments lourds pour les
différentes plantes examinées. Ce facteur varie de 0,12, pour I'accumulation de fer par Picris
hieracioides , a 377 dans le cas de I'accumulation de cadmium par Lactuca serriola. Ceci
démontre I'importante capacité d'accumulation des différentes espéces en fonction des
¢éléments considérés.

Malgré la concentration €élevée de métaux lourds dans les boues, on a observé que le
facteur a de la totalité de métaux lourds pour certaines plantes est inférieurea 1 (tableau VI. 4).
En d’autre terme, la somme des teneurs en métaux lourds accumulés par certaines especes
contaminées est moins importante que celle de plantes témoins. En faisant abstraction du fer,
on peut voir que le facteur a est systématiquement supérieure a 1 a I’exception de S.
canadensis. 11 semble que I’assimilation des métaux lourds est en compétition avec celle du fer.

70



ppm

4000 Fe MB : 8715 ppm
i | MT: 315 ppm

3000

2000

1000

Pnh Pa Mi Sc Ls Ep Oh Ph Sv Pc Sca Lc Sa Av

ppm
1400

Zn MB : 9 217 ppm
3 | MT: 315ppm

1000

600

200

Pn Mi Sc Ls Ep Oh Ph Sv Pc Sca Lc Sa Av

ppm

1000 cr MB: 16610 ppm
MT : 0,1 ppm
800

600

Ll

400

T

T

200

Pn Pa Mi Sc Ls Ep Oh Ph Svy Pc Sca Lc Sa Ay

MB : Teneur moyenne en métaux des boues
MT : Accumulation des Métaux dans les parties épigées de plante témoin (Tomate)

Pn: Populus nigra Pa: Populus alba Mi: Matricaria inodora
Sc: Solidago canadensis Ls: Lactuca serriola Ep: Epilobium palustre
Oh: Oenothera lamarkina Ph: Picris hieracioides Sv: Senecio vulgaris

Pc:  Phragmites communis Sca: Salix caprea Le: Lythrum salicaria
Sa: Sonchus oleraceus Av: Artemisia vulgaris

Figure VI. 2.a : Accumulation des métaux lourds par les parties
épigées des plantes qui poussent sur les boues.
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Phragmites communis Sca: Salix caprea Le: Lythrum salicaria
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Figure VI. 2 b : Accumulation des métaux lourds par les partics
épigées des plantes qui poussent sur les boues.



Tableau VI. 2 : Ordre d'especes testées en puissance d'accumulation.

Fe Zn Cu Ni Cr Cd
L. serriola L. serriola L. serriola L. serriola L. serriola L. serriola
O. lamarkina S. caprea E. palustre O. lamarkina  O. lamarkina  S. oleraceus
M. inodora  S.oleraceus L.salicaria L. salicaria  E. palustre S. vulgaris
E. palustre O. lamarkina  P. hieracioides E. palustre S. caprea P. alba

S. vulgaris E. palustre O. lamarkina ~ P. hieracioides S. oleraceus  P. communis

P. hieracioides L. salicaria ~ M. inodora S. caprea S. vulgaris S. caprea

S. oleraceus  P.alba S. caprea S. vulgaris M. inodora P. hieracioides
S. canadensis P. nigra S. oleraceus M. inodora P. hieracioides O. lamarkina
P. alba P. hieracioides S. vulgaris S.oleraceus  P. alba M. inodora

P. communis  S. vulgaris S. canadensis P. nigra L. salicaria  §. canadensis
L. salicaria ~ M. inodora  P.alba S. canadensis P.communis  E. palustre

P. nigra P. communis  P.communis P.alba S. canadensis  P. nigra

S. caprea S. canadensis P. nigra P. communis  P. nigra L. salicaria

Tableau VI. 3 : Teneur en métaux lourds des plantes qui poussent sur les boues par
rapport aux plantes témoin (facteur o).

Plantes Fe Zn Cu Ni Cd Cr
Epilobium palustre 2,52% 472 5,97 6,44 2,68 6,46
Lactuca serriola 0,25 8,16 4,50 21,38 377,00 2122
Lythrum salicaria 0,70 3,75 6,51 1,21 1,99 12,04
Matricaria inodora 0,67 0,95 1,29 1,38 55,00 1,84
Oenothera lamarkina 1,28 8,55 3,19 4,46 3,06 15,00
Phragmites communis 1,04 1,26 1,49 1,00 75,00 0,84
Picris hieracioides 0,12 235 2,43 2,35 1,32 3,09
Populus alba 0,58 1,38 0,75 26,67 101,00 1,15
Populus nigra 0,31 1,25 0,46 73,00 0,88 0,63
Salix caprea 0,21 1,19 1,28 2,62 15,75 145,00
Senecio vulgaris 1,00 1,40 1.22 2,22 421 2,40
Solidago canadensis 0,21 0,89 0,86 0,51 17,33 0,88
Sonchus oleraceus 0,45 3,09 1,16 240 19200 3,55

* Les chiffres en gras sont les valeurs maximales.
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Tableau VI. 4 : Comparaison de la somme des teneurs en métaux des plantes
poussant sur un sol contaminé et des plantes témoin.

Yy ML Y ML - Fe

Plantes T C a T C a

Epilobium palustre 4871 1645,1 3,38  149,1 7941 533
Lactuca serriola 15779 6410 0,41 2355 2570 10,91
Lythrum salicaria 358,75 586,69 1,64 186,75 465,69 2,49
Matricaria inodora 3122 223972 0,72 249 310,2 1,25
Oenothera lamarkina 16413 29992 1,83 1293 1058,2 8,18
Phragmites communis 233,59 261,2 1,12 93,59 116,2 1,24
Picris hieracioides 2648 .4 668.,4 0,25 148.4 365,4 2,46
Populus alba 4923 4335 0,88 1893 2575 1,36
Populus nigra 482.5 302,8 0,63 175 206,9 1,18
Salix caprea 916,9 864.4 0,94 4929 776,2 1,57
Senecio vulgaris 648,6 7974 1,23  187.,6 3344 1,78
Solidago canadensis 1352 368,2 0,27 132 1122 0,85
Sonchus oleraceus 813,5 979,2 1,20 235,5 7.2 305

T = Teneur en métaux lourds de plantes témoins, C = Teneur en métaux lourds de plantes contaminées,
a=CIT

VI. 4. Accumulation des métaux lourds par les plantes bisannuelles :

La teneur en métaux lourds des parties jeunes et agées de certaines especes Solidago
canadensi, Senecio vulgaris, Phragmites communis et Artemisia vulgaris est comparée (figure
VI. 3). Ces résultats montrent la variation importante des concentrations en métaux lourds
dans les plantes jeunes et dgées. Ces variations dépendent de I’espéce et de 1’élément
assimilé. Par exemple la teneur en cadmium des plantes jeunes du Solidago canadensi, du
Senecio vulgaris, et du Phragmites communis est plus élevée qui celles dgés. L’inverse est
vrai pour I'Artemisia vulgaris .

VI. 5. Accumulation des métaux lourds par les mousses :
La bryophyte (Bryum caespititium ) pousse en abondance sur les boues. Cette espece
est pionnier dans les zones polluées par les métaux lourds. On la retrouve en tapis trés dense

sur les zones marginales et les monticules du bac et dans les dépressions.

Malgré sa vaste distribution sur les boues et sa capacité notable d'accumulation des
métaux lourds, elle n'est pas intéressant a cause de sa faible taille. Mais elle peut étre utilisée
pour fixer le sol. Vu la difficulté de récolte des spores et de leur semis, la meilleure solution
pour sa culture serait le prélevement dans les zones ou elles proliféerent et leur implantation

dans les zones a coloniser.
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Figure VI. 3 : Teneurs des différents métaux lourds des plantes bisannuelles.

Les métaux lourds absorbés par Bryum caespititium , poussant sur les boues, ont été
quantifiés et comparés a ceux des plantes témoins (facteur a). Ces valeurs montrent
I'importante capacité d’accumulation de ce type de plante vis-a-vis des métaux lourds. Elle
peut atteindre 12,2 fois la concentration normale. Le facteur d'absorption de ce type 3 (rapport
de teneur en métaux lourds de plantes/ leur concentration dans la boue) est plus fort que les
plantes vasculaires. La teneur en métaux lourds de Bryum est de 0,6 fois la concentration de la
boue. Le transfert du cadmium du sol par la Bryum est assez important (lableau VI. 4). Sa
teneur du Cd est environ 4 fois celle du sol.



Tableau VI. 4 : Teneur en métaux lourds de Bryum caespititium ayant

poussé sur sol contaminé ou témoin (ppm).

Fe Zn Cu Ni Cr Cd > ML
Plante contaminée 12980,0 5151,0 1976,0 793,0 34110 108,0 24419,0
Plante témoin 16950 2450 54,6 1,9 1,5 22 20000
a 7,7 21,0 362 4174 22740 49,1 12.2
B 1.5 0,6 0,9 0,2 0,2 3.8 0,6

VL. 6. Présentation de certaines plantes poussant sur la boue :
VL. 6. 1. Classe: Dicotyledones , Sous classe: Gamopetales, Famille: Composzraz

VI. 6. 1. 1. Laitue sauvage (Lactuca serriola )

Sa taille est d’environ 10 a 40 cm. Elle
pousse bien, fleuri (mai a juin) et fructifié sur la
boue. Elle se trouve sous forme de taches

monospécifiques notamment sur les monticules.

Cette espece produit moins de biomasse
que Matricaria inodora, mais en raison de sa
capacité notable de rétention de tous les métaux
testés, elle est intéressante pour détoxiquer les
sols contaminés. Le facteur d'assimilation (o) des
différents métaux par cette plante est groupé dans
le tableau suivant :

)
L

A

aCd @ Ni *Cr QA Zn

377 21,4 21.2 8,2

VL. 6. 1. 2. Laiteron (Sonchus oleraceus.)

Sonchus oleraceus est une Plante annuelle
a tige de 30 a 80 cm, dressée, peu rameuse, lisse
ou un peu glanduleuse au sommet.

Elle pousse dans toute I'Europe et les
deux hémispheres. Elle fleurit entre juin et
octobre.

Cette espéce apparait de fagon
épisodique sur les boues. Elle est intéressant a
cause de sa capacité d'accumulation du cadmium,
du chrome et du zinc. Le facteur d'assimilation
(ar) est le suivant :

aCd O Ni aCr @ Zn

192 2,40 3,55 3,09
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VI. 6. 1. 3. Matricaire (Matricaria inodora L.)

Plante annuelle glabre, presque inodore,
de 20 a 40 cm, dressée ou ascendante et rameuse.
Elle pousse dans les champs, les lieux incultes et
les terrains siliceux dans toute la France et
presque toute I'Europe. Elle fleurit entre mai et
septembre La matricaire est située sur les
monticules et a la périphérie du bac. Elle
présente une croissance exubérante et forme une
biomasse importante.

M. inodora a des racines superficielles.
La récolte de l'ensemble de la plante est possible
par arrachage mécanique. Elle est intéressante
pour I'accumulation de certains métaux lourds.

acd O Ni acCr A Zn

55 1,4 1.8 1

VL. 6. 1. 4. Picris fausse éperviére (Picris hieracioides )

Plante bisannuelle entierement hispide,
rude, tige de 30 a 80 cm dressée a rameaux €talés
ou sinués.

Elle pousse dans les champs, vignes,
lieux pierreux des terrains calcaires ou argileux en
Europe centrale & méridionale et dans toute la
France, I’'Iran, la Sibérie et le Japon. Elle fleurit

entre Juillet et septembre.

Picris fausse éperviere est une espéce
semi - résistante qui pousse plus ou moins bien sur
les boues. La reprise de ca croissance constituerait
aussi un indice d'élimination des métaux. Le
facteur d'assimilation (ct) est le suivant:

J?'I'?

D
)

."u"'.a

N

"9\‘_. S

Ay’
AR

Ald=diesr.;

3...‘\.

aCd O Ni aCr A Zn

@ Cu A Fe ay ML

13 23 3,1 2.3
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VI. 6. 1 5. Sénecon vulgaire (Senecio vulgaris )

Plante annuelle de 20 a 40 cm a tge
dressée, rameuse qui pousse partout, dans
presque toutes les régions tempérées du globe.
Elle fleurit presque toute l'année.

Cette espece est f[réle, son cycle
biologique ne dépasse pas 2 mois. Sa récolte
étant difficile, elle ne présente aucun intérét dans
le cas de détoxication de sol. Cependant elle peut

étre utilisée comme espece f1xatrice du sol.

Le facteur d'assimilation (o) est le suivant :

acd O Nij aCr A Zn

a Cu O Fe @y ML

192 24 3.5 3.1

1.2 0,4 3

VI.6.2. CLASSE : Dicotyledones, Sous classe : Apetales, Famille : Salicacece

VI. 6. 2. 1. Saule Marsault (Salix caprea)

S. caprea est une plante arbrisseau ou
arbuste de 3 a 10 metres a rameaux étalés
dressés, arrondis, bois nu tres lisse. Elle pousse
dans les lieux frais ou humides, en Europe,
surtout centrale, en Asie centrale et boréale,
presque toute la France saufl la plaine

méditerranéenne. Elle fleurit entre mars et avril.

Les jeunes plants de S. caprea poussent
dans les boues seulement sur les buttes. Certains
plants montrent des aspects beaux avec des tailles
d’environ 30 cm (pour 3 mois). Elle est intéres-
sante pour la bioaccumulation de chrome et de

cadmium contenus dans les sols contaminés.

acd O Nij A Cr A Zn

15,8 2,6 145,1

78



VL. 6. 2. 2. Peuplier blanc (Populus alba L.)

P alba est un arbre élevé a écorce lisse et a
des rameaux étalés. Elle pousse dans les riviéres et
les lieux humides, en Europe centrale et
méridionale, en Asie occidentale et centrale, en
Afrique septentrionale et presque toute la France.
Elle fleurit entre Mars et avril

Une population de Peuplier blanc déja
implantée en compagnie de Populus nigra dans le
bac stabilisé présente une bonne vitalité. Certains
pieds ont poussés aussi sur les boues.

Par rapport aux autres plantes, métal -

tolérantes, la capacité d’accumulation des métaux
lourds de P. alba en n'est pas trés intéressante. Cet arbre peut étre utilisé pour fixer le sol et

retenir les métaux des zones profondes.

@ Cd & Ni aCr A Zn @ Cu O Fe ay ML

101 2,7 1,1 1,4 0,7 0,6 23

VI. 6. 2. 3. Peuplier noir (Populus nigra L.)

P nigra est un arbre élevé, a rameaux élalés
et arrondis qui pousse dans les riviéres et lieux
humides dans toute la France et la Corse, I'Europe
centrale et méridionale, I’Asie tempérée et
I’ Afrique septentrionale. Elle fleurit de mars a
avril.

Le peuplier noir cultivé dans le bac
stabilisé présente une croissance plus vigoureuse
que P. alba. Mais l'accumulation des métaux
lourds par P. nigra est plus faible que par P. alba.
Seulement dans le cas du nickel et du zinc la
teneur en métaux des plantes contaminées est
supérieure a celles des plantes témoins. La vitalité
de cet arbre peut &tre mise a profit pour stimuler le

développement des autres plantes.

aCcd @ Ni aCr A Zn & Cu QA Fe ay ML

0,9 73,1 0,6 1.2 0,5 0,3 1.2
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V1. 6. 2, 4. Salicaire ( Lyfrum salicaria )

Plante vivace de 50 a 100 cm, dressée,
robuste et pubescente dans le haut. Elle pousse au
bord de l'eau, dans les lieux humides, dans toute
I'Europe, I’ Asie occidentale et boréale, I’ Afrique,
I’ Amérique septentrionale, I’Australie et dans
toute la France. Elle fleurit entre Juin et

septembre;

L. salicarial est une espéce résistante qui
pousse plus ou moins bien sur les boues Elle est
intéressante pour la décontamination des boues
contenant du cuivre et du nickel.

acq QL Nj acr A Zn
) 1,2 12 3,7

VI. 6. 3.Classe : Dicotyledones . Sous classe : Dialypetales . Famille : Onagracece
VI. 6. 3. 1. Epilobes des marais ( Epilobium palustre )

Plante de 20 a 80 cm, dressée ou

ascendante, glabrescente, a souche tragante, - &

émettant des stolons souterrains, filiformes, N\ _
blanchatres et a une tige arrondie. Elle pousse N ( .
dans les lieux humides, presque partout en | "'-'-'"5";?; U
Europe, en Asie et en Amérique septentrionale. ! . = ‘

On la retrouve presque dans toute la France sauf

en Corse et en région méditerranéenne. La Q\ \.
floraison se faitde Juillet a septembre. Elle ‘
présente un aspect normal au stade de végétation
observé. Elle pousse directement sur la boue
relativement récentes et humides. Les racines de
cette plante vivace sont aptes a fixer le sol. Sa

partie aérienne est importanteet peut étre fauchée.

Au cours de la premiére observation elle parait étre parmi les especes isolées et la moins
sensible aux métaux lourds. Cependant, elle est desséchée avant sa floraison. Elle accumule
certains métaux lourds comme Fe, Cu, Cr, Ni :

acd & Ni aCr A Zn A Cu A TFe ay ML
2.7 6,4 6,5 4.8 6,0 2.5 3,38
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VL. 6. 3. 2. Onagre (Oenothera lamarkina)

Plante bisannuelle de 40 a 80 cm dressée
assez robuste, elle pousse dans les lieux
sablonneux, aux bords des riviéres et fleurit de
juin a aofit.

Elle pousse dans les zonesde végétation
tapissant en partiec les monticules du bac.
Néanmoins, elle est desséchée avant sa floraison.

Cette espece peut étre intéressante dans le
domaine de détoxication des sols, & cause de sa
partie aérienne importante et fauchable ainsi que
sa capacité de rétention de certains métaux lourds
comme le montre le tableau suivant.

acd A Ni acCr A Zn
3.1 4,5 15 8,5

VI. 7. Conclusions
Les relevés florestiques réalisés ont permis de mettre en évidence |'établissement d'une |
végétation spontanée sur les bassins de stockage de boues industrielles.

Un certain nombre d'indices permettent cependant de penser que la diminution de la
teneur des métaux toxiques, par la pluie, favorise la croissance de certaines especes végétales.
En effet les zones les plus favorables sont les bordures exposées aux ruissellements, ainsi que

les petits monticules, autorisant une lixiviation partielle des métaux lourds.

Les observations successives des plantes spontanées montrent que leurs évolutions
sont variables ainsi :
- la croissance de certaines plantes est perturbée voire arrétée,
- la floraison n’est pas toujours suivie par la production de fruits,
- une minorité ne semble pas étre incommodée. Elle concentre les métaux toxiques en
général et un ou plusieurs éléments de fagon spécifique.

Les résultats suggerent que pour obtenir un effet global sur les boues, il faille
sélectionner une association particuliére de plantes spécifiques a ce nouveau biotope. Il
semble que la Lactuca serriola, |’ Oenothera lamarkina, la Matricaria inodora, I Epilobium
palustre et le Picris hieracioides sont les plus aptes a concentrer les métaux lourds en général

de point de vue quantitative.
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CONCLUSIONS GENERALES

Les dépollutions industrielles de sols, de boues industrielles ou de stations d'épuration
nécessitent des techniques rapides, susceptibles de permettre un fonctionnement en continu

des installations. Elles conduisent actuellement a deux types de traitements :

A. Le stockage des déchets dans des décharges controlées, mais dont la taille et le
nombre sont de plus en plus contestés par les "écologistes". D'autre part, en 1991, le
ministre de l'environnement d'alors a décrété la disparition a I'horizon 2002 de tous
les dépdts d'ordures a ciel ouvert avec interdiction implicite d'en ouvrir d'ici l1a. Ce
type de traitement concerne surtout les déchets ménagers,

B. Le stockage de résidus résultant du traitement de déchets industriels, qui ont pour
effet de concentrer au maximum les éléments indésirables mais qui n'empéchent
pas l'ouverture de bassins contenant des résidus d'autant plus nocifs qu'ils sont plus

concentrés.

Les techniques de dépollution ne dépassent guere ce stade lorsque I'on s'adresse a des
déchets industriels ou ménagers.

Une premiére amélioration, déja utilisée conduit a développer une couverture végétale
qui a pour effet de supprimer une nuisance visuelle et a empécher la propagation éolienne de
ces produits. Il n'en reste pas moins que les sols ainsi constitués sont impropres a différents
types de culture ainsi qu'a I'élevage. Dans certains cas, la concentration de métaux par les
plantes peut augmenter au cours du transfert dans les chaines alimentaires et rendre
finalement ces €léments dangereux pour l'espece humaine.

L'utilisation des composts d'ordure ménagere ou de stations d'épuration s'ils diluent la
pollution au cours des premicres utilisations, contribue progressivement a concentrer des
métaux lourds dans les sols. En effet, ces derniers ne sont pas utilisés de maniére massive par
les micro-organismes telluriques.

Ces demiers pourront s'adapter a trés longue échéance, mais d'ici 1 il faut trouver des \.

solutions intermédiaires la plus simple étant :
- une incorporation dans les tissus donc une concentration des produits indésirables,

dans les cellules vivantes de végétaux ou des micro-organismes. L'incinération des



plantes et des champignons permettra une nouvelle réduction du volume des déchets |
et par conséquent d'allonger la durée d'utilisation des bassins. Ceci permet de réduire |
le nombre des bassins. On peut méme envisager un recyclage direct de certains
éléments, si ils sont concentrés dans les cendres,

- pour cela il faut sélectionner des micro-organismes tolérant des concentrations |
élevées de polluants.

Les observations florestiques de certains bassins industriels, ont montré l'apparition
spontanée de végétaux sur les boues. Certaines especes, peu adaptées, dépérissent avant de
fleurir (Epilobe des marais). D'autres se développent, mais l'appareil végétatif est rabougri et
peu fourni en fleurs et en fruits (laiteron, picris, circe lancéolée ). Enfin, des autres plantes se
développent de fagon presque normale comme la mousse ou les laitues sauvages.

A ce dernier stade, le végétal devient intéressant dans la mesure ou les plantes

concentrent de fagon importante les métaux indésirables.

On constate que ces végétaux marquent une ‘certaine préférence’ pour accumuler un
élément spécifique : Lactuca serriola pour le cadmium, Populus nigra pour le nickel, Salix

caprea pour le chrome, pour ne citer que ceux-ci.

Les métaux sont inégalement concentrés dans les différentes parties de la plante:
généralement dans I'ordre décroissant : racine - partie aérienne - fruit. Il existe des barriéres
qui empéchent la migration uniforme des ions métalliques. Les racines en constituent le
premier et le plus efficace. Tout se passe comme si la plante favorise sa descendance, en
protégeant les fruits.

Les résultats obtenus entrainent certaines observations :

- I'accumulation dans les racines limite I'efficacité du traitement, en augmentant les
difficultés de récupération du matériel végétal contaminé,

- une culture maraichere n'est pas a exclure dans certains cas, par exemple la tomate.
En effet, il semble que le fruit est peu touché.

Enfin, si ces résultats sont applicables dans le cas d'un seul métal il n'en est pas de
méme en cas de mélange. Dans le chapitre V il a ét€ démontré qu'en présence de plusieurs
métaux, l'inactivation qualitative et quantitative dans les tissus était perturbée par effet

d'addition ou de substitution.

C'est I'une des voies de recherche qui s'est ouverte pour nous au cours de ce travail de
thése avec l'utilisation des champignons (I'accumulation importante mais biomasse faible) et

que nous tenterons de poursuivre une fois retourné dans notre pays.
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Annexe 1

Milieux de culture

Milieu de culture solide pour les champignons ( MG ):

Extrait de malt 15¢g
Gélose (agar-agar) 15¢g
Eau distullée 1 000 ml

Milieu de culture liquide pour les champignons:
Extrait de malt 15¢

Eau distillée 1000 ml

Suspension de "T.S."

Tryptone lg
NaCl 85¢g
Eau distillée 1 litre
pH ajusté a %

Solution nutritive "Hogland" pour les plantes:

KNO;3 (25 g/l) 10 ml
KHoPOy4 (7 gll) 10 ml
MgrS0Oy4, 3H70 (12 g/l) 10 ml Pour 1 litre
Ca(NO3)9, 4H20 (5 g/l) 10 ml
FeSO4 (36g/1) 1 ml
Milieu A5(Arnon) 1 ml
Milieu AS:

MnCl,, 2 H,O 1,81 g/l
ZnS0y4, 7 H,O 0,222 g/l
CuSQy4, 5 H,O 0,079 g/l
MoO3 0,1506 g/l

H3BOy4 286 gl



Annexe 2

F.A.O. RECOMMENDED MAXIMUM CONCENTRATION OF METALS
IN IRRIGATION WATER (mg/l)*

For water used For use up to 20 years
Metal continusly on all soils on finetextured soils
of pH: 6,0108,5

Ag 0,1 Cu

Al 3 20

As 0,1 2

Cd 0,01 0,05

Cr 0,1 1

Co 0,05 5

Cu 0,2 2

Fe 5 20

Pb 5 10

Li 0,075 0,075

Mn 0,2 10

Ni 0,2 2

Zn 2 10

*Bazargan 1989

WHO". RECOMMENDED LIMITS FOR METAL CONTENT OF

DRINKING WATER
Metal pg/l
As 50
Cd 10
Cu 50
Hg 1
Se 10
Pb 100
Zn 5000

* World Health Organization International



Annexe 3

La pollution par les métaux lourds

Sources de dissémination des métaux lourds dans l'environnement”

&
@ Naturelle
= 2 Mines, extraction
=2 Industrie
B A Déchets domestiques
% Agriculture
§

Teneur en métaux des sols et des légumes arrosés par 1’eau contaminé™*

Teneur en métaux de l'eau et du sol (ppm )
Plante Cd Pb Ck Ni Zn
Eau 0,0056 0,088 0,13 2,58 0,2
Sol 1,15 7,1 2 1,4 156
Teneur en métaux des plantes (ppm M.S.)

Plante Cd Pb Cr Ni Zn
Persil 0,25 3.:25 2,60 4,30 6,10
Poireau 0,57 9,85 5,50 3,60 22,20
Salsifis 0,10 5,20 7,10 2,80 -
Luzerne 0,47 12,60 3,10 5,80 25,60
Cresson 0,40 8,70 2,30 4,80 37,70
Epinard 0,44 11,50 5,60 6,10 38,50
Radis 0,10 9,80 2.50 3,40 21,10
Chou Brux. 0,45 4,40 2,10 5,60 13,20
Chou fleur 0,11 8,20 6,60 4,10 24.80
Laitue 0,36 10,40 4,60 5,10 19,40

i Nriagu et al. 1988
ki Bazargan 1989



Annexe 4

Classification périodique des éléments

Métaux lourds de densité > 5

He

i A

Lanthanides
Transuraniens




BIO-DEPOLLUTION PAR DES CHAMPIGNONS
DE BOUES INDUSTRIELLES CONTENANT DES
METAUX LOURDS

ESHGHI, B., CHENNOUF, S., KILBERTUS, G.

Laboratoire de microbiologie ESSTIB, Université de Nancy I, FRANCE.

ABSTRACT

Numerous soil mushrooms are assessed as to their resistance in culture with
industrial sewage sludge that contained certains heavy metals (Fe, Zn, Cu, Ni, Cr
and Cd).

Also quantities of heavy metals in Penicillium sp. measured by atomic absorption
spectrophotometry show a marqued bio-accumulation capacity toward heavy
metals.

Modification of this bio-accumulation ability can be useful in biological treatment
of polluted soils.

INTRODUCTION

La pollution est une concentration élevée de composés chimiques ou biologiques
se trouvant normalement a I'état diulé dans la nature. Les métaux lourds, a I'état de
traces dans la nutrition des plantes, des animaux et de I'homme, ne sont pas
dangereux et sont méme nécessaires pour la vie. C'est en fait leur présence en
grande quantité et leurs formes chimiques qui les rendent éventuellement toxiques
(Woolhouse, 1983; Merian, 1991).

La nature peut répondre a ces problémes de pollution en trouvant progressivement
une solution adaptée (Dave et Natarajan, 1980). Dans le but de dépolluer des
boues industrielles contenant des métaux lourds, nous avons recherché des
organismes vivants susceptibles de diminuer les toxicités ou changer les
formulations chimiques de ces résidus (Drapeau et al., 1983; Harmouch, 1991).

Environmental microbiology Proceedings of the eighth symposium.
October 8-10, 1993 Nyiregyhaza, Hungry.
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RESUME

Certains métaux lourds a l'état de trace dans la nutrition des vivants, non seulement ne sont
pas dangereux mais sont nécessaires pour la vie. Clest les quantités et les formes chimiques qui
rendent €ventuellement ces éléments toxiques. Cette recherche est focalisee sur la blodcpolluuon
des sols'contaminés par des métaux lourds

On a sélectionné des champignons et des plantes susceptibles d'accumuler les métaux lourds
et de diminuer leurs quantités dans les sols pollués. Lleffet toxique des boues industrielles
contenant des quantités elevées de metaux lourds sur la croissance des champignons et des plantes
a éle determine.

LLes champignons métallo-tolérants peuvent survivre dans un milieu contenaif jusque 30 g/ |
de métaux lourds. Une souche d'ascomycetes ( Penicillium expansum’) peut accumuler enyiron 90
fois de métaux lourds par rapport au champignon témoin. Cependant, la quantité des' métaux lourds
refenue par ces micro-organismes, par rapport a leurs quantités totales, est négligeable. Certaines
plantes cultivées ou spontances présentent une grande tolérance aux sols contenant des doses
élevées de métaux lourds. Parmi ces derniers certaines espeéces montrent une capaciteé
d’accumulation jusque 2z 1'l fois celle de plantes témoins: Ces plantes peuvent réduire la pollution
du sol.

Ces ¢sultats coriirment la réduction de la teneur des agents nocifs dans le sol. Ceci
représente une premiecre étape de la biodépollution du sol et contribue a la protection de
l'enyironnement.

MOTS - CLES

meétanx lourd: oz wing. cuivre, nickel, chrome, cadmium, toxicité,. accumulaiion, bio-
aceumulaticn, plautag, &> nrig . ons, bio-aétoxication, dépollution, sol, boue, environnanient,

{ ABSTRACT

Certain heayy metals in the ftutrition of living being are not dangerous and are necessary for
life. It is the quantity present and the chemical nature that make those elements eventually toxic.
This research 1s focalized on the biodecontamination of the soil containing heavy metals.

Fungus and plants, snsceptible of accumulating heavy metals and decreasing their contenit in
the polluted soil, have been selected. The toxic effect of industrial sludge having high content of
heavy metals on the growth of fungus and plants have been determined.

Metal-tolerant mushrooms could survive in solutions containing up to 30 g/ I of heayy metdl.
A species oft ascomycetes  ( Penicillium expansum:) can accumulate heavy metals about 90 times
that of uncontaminated fungi. However, the quantity of heavy metal retained by these
microorganisms, with respect to their total amount, i1s negligible. Certain plants cultivated or grown
spontaneously on the industrial sludge demonstrate their capacity of accommodation with respect
to polluted solls. Among these species some show an accumulation capacity of abeut L'l times that
of uncontaminated ones. These plants can reduce the soil pollution.

These results confirm the reduction of the harmful agents content in the soil. This represents a
first step in the process of soil decontamination and contributes to environment protection.
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