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Résumé

L’accumulation excessive de cadmium et/ou chromium pourraient diminuer la
croissance et la qualité des cultures, et peu d’informations étaient actuellement disponibles
sur le role des exopolysaccharides (EPS) de la Spiruline dans la résistance au stress du Cd
et/ou Cr chez les plantes. L’objectif principal de ce travail était de purifier et caractériser
I’EPS produit par notre Spiruline, et d’évaluer son potentiel de protection du blé contre les
stress de Cd et/ou Cr. Dans un premier temps, on a extrait par éthanol (95%) et purifiées par
les membranes de dialyses (14KDa) notre EPS. Selon les analyses MEB, FTIR et DRX, il a
¢été observé que I’EPS composés de carbone, oxygene, calcium... avec un rapport molaire

de 50.64,39.38 et 2.27, respectivement.

Aprées la culture pendant 30 jours, 0.06 g/100ml (de surnagent) EPS a été récupéré
du milieu de culture. L’EPS récupéré a été caractérisé et son potentiel a été évalué en
I’appliquant comme biostimulant dans la culture d’installation hydroponique (notre étude
sur le blé) a un seul dosage est 250mg/L. L’étude a révélé que pour le blé, le traitement avec
EPS pourrait améliorer leur croissance, la productivité de la biomasse et la teneur en
chlorophylle. Les dosages utilisés sont 100uM/L pour le Cd et le Cr. Les résultats de cette
étude fournissent des informations importantes sur les mécanismes de phytotoxicité de
I’exposition séparée et conjointe au Cd et au Cr, et décrivent également le mécanisme par
lequel I’EPS améliore la santé des plantules dans des circonstances de stress de cadmium et

de chromium.

En conclusion, cette étude a fourni des preuves de la réduction de la toxicité du
cadmium et chromium par EPS dans les plants de blé a des niveaux physiologiques et
biochimiques, suggérant que I’EPS pourrait étre considéré comme un inducteur immunitaire

des plantes nouveau et efficace dans les cultures.

Mots clés : Exopolysaccharides, Biostimulant, Cadmium, Chromium, Spiruline, BIé.
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Abstract

Excessive accumulation of cadmium and/or chromium could reduce the growth and
quality of crops, and little information was currently available on the role of
exopolysaccharides (EPS) from Spiruline in resistance to Cd and/or Cr stress in plants. The
main objective of this work was to purify and characterize the EPS produced by our Spiruline
and to evaluate its potential for protecting wheat against Cd and/or Cr stress. Firstly, our EPS
was extracted by ethanol (95%) and purified by dialysis membranes (14KDa). According to
SEM, FTIR and XRD analyses, it was observed that EPS composed of carbon, oxygen,
calcium... with a molar ratio of 50.64,39.38 and 2.27, respectively.

After cultivation for 30 days, 0.06 g/100ml (supernatant) EPS was recovered from
the culture medium. The recovered EPS was characterized and its potential was evaluated
by applying it as a biostimulantes in hydroponic plant cultivation (our study on wheat) at a
single dosage is 250mg/L. The study found that for wheat, treatment with EPS could improve
their growth, biomass productivity and chlorophyll content. The dosages used are 100uM/L
for Cd and Cr. The results of this study provide important insights into the phytotoxicity
mechanisms of separate and joint exposure to Cd and Cr, and also describe the mechanism
by which EPS improves seedling health under circumstances of cadmium stress and of

chromium.

In conclusion, this study provided evidence for the reduction of cadmium and
chromium toxicity by EPS in wheat plants at physiological and biochemical levels,
suggesting that EPS could be considered as a novel and effective plant immune inducer in

Crops.

Keywords: Exopolysaccharides, Biostimulantes, Cadmium, Chromium, Spiruline, Wheat.
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Introduction générale

INTRODUCTION GENERAL

Les écosystémes aquatiques sont les plus importants, mais ne sont que partiellement

compris en ce qui concerne les composés biologiquement actifs qu’ils abritent.

Parmi les organismes aquatiques dotés de métabolites présentant des capacités
biologiques, les algues figurent en premier. Malgré la composition chimique différente de la
biomasse — qui est exacerbée par les différences entre les espéces — les composés
biologiquement actifs des algues peuvent €tre classés en plusieurs catégories principales :
polysaccharides, polyphénols, pigments, peptides, acides aminés, lipides et stérols. Les
algues sont également une riche source de vitamines et de minéraux. Il a été démontré que
I’application de la biomasse algale ou de ses fractions affecte positivement les processus de
vie d’autres organismes, en particulier dans des conditions stressantes. Bien que la
connaissance complémentaire de 1’étendue et du mécanisme d’action des métabolites algaux
et des interactions entre ces composés, avec un accent particulier sur la synergie, reste

incompleéte[ 1].

L’EPS est produit par les microalgues pour se lier a diverses surfaces, se protéger
contre différents stress abiotiques (comme les températures extrémes, le pH ou les situations

limitant les nutriments), et agir également comme lieu de stockage de I’énergie et du carbone.

Les caractéristiques structurelles de ces composés leur prétent un large éventail
d’applications dans différents domaines, tels que les produits pharmaceutiques, les aliments,
les cosmétiques et 1’agriculture, car ils possedent des propriétés biologiques uniques telles
que les anti-inflammatoires, antibactériens, antiviraux, anticoagulants, anti-oxydant, et
cicatrisation des plaies et les propriétés liées a la physicochimie. Le secteur agricole est
confronté a un défi majeur : produire suffisamment de nourriture pour répondre a la demande
mondiale croissante de nourriture. Pour répondre a cette demande, [’'utilisation de
biostimulants végétaux pour améliorer la croissance des plantes et leur tolérance au stress
abiotique est de plus en plus populaire dans I’agriculture, en particulier dans les systémes
d’agriculture durable et biologique. Nouveau, Des approches respectueuses de
I’environnement telles que 1’utilisation d’exopolysaccharides (EPS) comme biostimulants
végétaux pour I’amélioration du rendement et leur stabilité (sous des stress biotiques et

abiotiques différents) peuvent étre utiles a cet égard[2].
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L’¢étude de la littérature présentée ci-dessus indique que, jusqu’a présent, seule une
quantité limitée de travaux de recherche a été effectuée pour évaluer le potentiel de I’EPS
dérivé de différentes souches de microalgues, y compris Spiruline comme biostimulant. En
outre, il est difficile de trouver des études sur l'extraction et I'utilisation d’EPS libérées dans
le milieu de culture pour stimuler la croissance des plantes dans des systémes hydroponiques.
Cela signifie que récupérer les EPSs libérées par la Spiruline et les ajouter a la solution
nutritive pour encourager la croissance des plantes dans un systéme hydroponique représente
une nouvelle et innovante approche pour promouvoir la croissance des plantes dans un
environnement contrdlé. Si cette approche simple s’avere étre si elle réussit a stimuler la
croissance des plantes, elle pourrait élargir les possibilités d’établir une bioréfaction durable
des microalgues, ou la biomasse cultivée des microalgues peut étre utilisée pour extraire
d’autres composants précieux tels que les bio-pigments (Phycocyanine) et biofertilisant en
plus d’EPS d’une maniére séquentielle. L’objectif de ce travail est d’extraire I’EPS des
milieux de culture usés et d’évaluer son potentiel en tant que biostimulant sur le blé cultivé

dans un systéme hydroponique, dans cette perspective[2].

Ce travail est dirigé vers I’utilisation des EPS extrait a partir la spiruline comme
matériau biostimulant dans le traitement des eaux chargés en les métaux lourds. L’EPS
choisie pour la réalisation de ce travail possede des caractéristiques physico-chimiques

intéressantes en termes de porosités. ..

Dans cette étude, nous nous sommes propos¢ d’effectuer une étude sur I’élimination
de deux métaux sont le Cadmium et le Chromium. Le rapport de cette étude est articulé

autour de trois chapitres et une conclusion

En premier chapitre nous avons initié notre travail par la présentation de quelques
généralités sur la spiruline, leurs utilisations, leur taxonomie ainsi que leurs compositions
chimiques. Ensuite, on parle sur le coeur de notre travail est les exopolysaccharides, leur
structure, la classification el I'utilisation, suivi par généralités sur les métaux lourds leurs
sources, toxicités et I’impact sur les plantes, n’oublient pas le stress et leur catégorie. Enfin,
une revue bibliographique sur I’adsorption, leur principe, les types, le facteur d’équilibre, les
mécanismes et les différentes isothermes et cinétiques influengant 1’adsorption. Le deuxiéme
chapitre comporte les techniques expérimentales employées, les protocoles établis et les
conditions de préparation de biostimulant, sa caractérisation physicochimique ainsi que son

application dans I’eau sur le blé. Nous avons étudié aussi I’adsorption de dichromate de
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potassium. Le troisiéme chapitre est consacré a la présentation des différents résultats
expérimentaux obtenus pour I’application de notre biostimulant sur le bl¢ et I’adsorption du
K>Cr,07 avec une étude statistique et leur discussion. Afin d’exploiter encore plus résultats
obtenus, nous avons effectué des modélisations mathématiques en se basant sur les modeles

de Langmuir, Freundlich afin de déterminer les parametres liés & chaque mode¢le.

Une conclusion générale récapitule les principaux résultats obtenus au cours de ce
travail ainsi que des recommandations futures pour une éventuelle amélioration du matériau

utilisé.
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Chapitre 1 : Etude bibliographique
I.1. Généralités sur la spiruline

I.1.1. Introduction

L'intérét pour les microalgues a considérablement augmenté en raison de leur
potentiel a fournir une grande variété de molécules de valeur, comme des acides gras, des
pigments, des acides aminés, des peptides et des polysaccharides. Cependant, de grandes
quantités de résidus algaux ne sont toujours pas valorisées apres la récolte. Ils sont rejetés
directement dans l'environnement, ce qui peut causer des problémes environnementaux liés
a la présence de matiere organique, aux dépenses d'eau et a la valeur nutritionnelle des
cultures. La création d'un procédé permettant d'obtenir des substances polymeres
extracellulaires (EPS) a partir des milieux de culture de cyanobactéries et de microalgues

présente un potentiel commercial et environnemental intéressant[3].

Les études précédentes ont montré que les substances polyméres extracellulaires
(EPS) des microalgues peuvent stimuler la croissance et le développement des plantes.
Lorsqu'elles sont incorporées dans le sol, les EPS améliorent la structure du sol et la capacité
de rétention d'eau. Les études ont souligné le grand potentiel des microalgues EPS comme
source durable de biostimulants végétaux, produits a partir de sources renouvelables sans
impact environnemental ou sur la santé humaine. Cependant, la composition et la structure
des EPS peuvent varier en fonction de la souche de microalgues et des conditions de

croissance[2].

Arthrospira platensis est une cyanobactérie filamenteuse avec des trichomes spiraux,
appartenant a la famille des Oscillatoriaceae. C'est I'une des cyanobactéries les mieux
¢tudiées et les plus utilisées en biotechnologie, en raison de sa croissance rapide dans des
étangs ouverts en conditions alcalines, excluant ainsi la plupart des organismes

contaminants[4].

Les exopolysaccharides (EPS) de Spiruline ont des propriétés biostimulantes. La
production d'EPS atteint son maximum pendant la phase stationnaire de croissance et
augmente avec le recyclage des milieux de culture. Cependant, 'accumulation d'EPS rend le
processus de récolte difficile et réduit la productivité de la biomasse des microalgues. 11 est

recommandé de séparer ou d'extraire ces EPS pour maintenir la productivité de la culture et
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les utiliser comme un biostimulant végétal, générant ainsi des avantages €conomiques

supplémentaires et promouvant 1'économie circulaire[2].
I.1.2. Généralités sur les microalgues

Les microalgues, ¢également appelées phytoplancton, sont des organismes
microscopiques mesurant entre 1 et 100 um. Ils sont des microorganismes unicellulaires
eucaryotes a la base de la chaine alimentaire dans le milieu marin. Le terme microalgue
inclut également les cyanobactéries, des microorganismes photosynthétiques procaryotes,
mais ces derniers forment un groupe phylogénétique distinct. Les microalgues et les
cyanobactéries se développent par photosynthése, convertissant 1'énergie lumineuse en
énergie chimique en utilisant le dioxyde de carbone (CO2) comme source de carbone.
Actuellement, 35 000 espéces de microalgues ont été décrites. Ils peuvent vivre isolées ou
en groupes, en filaments ou en colonies, et sont présentes sur I'ensemble des surfaces de la
Terre, des océans aux glaces arctiques, en passant par les lacs hypersalées et les murs des

maisons[5].

Figure L.1: Différents types de microalgues[6].
I.1.2.1. Classification des microalgues

La diversité des algues est estimée a entre 30 000 et plus d'un million d'espéces. Ils
se divisent en deux catégories principales, aquatiques (immergées dans 'eau) et subaériennes

(développées a l'air libre).

-Les algues aquatiques se trouvent dans les eaux douces et salines, tandis que les

algues planctoniques préferent les couches supérieures lumineuses des plans d'eau.



Chapitre I : Etude bibliographique

-Les algues benthiques colonisent les fonds peu profonds, s'ancrant dans les
sédiments, ou peuvent atteindre des profondeurs de jusqu'a 200 meétres dans des eaux

claires[7].

La classification des microalgues est dynamique et évolue grace aux avancées en
génétique. Ils peuvent étre catégorisées selon leur pigmentation (vertes, rouges, bleu-vert,
brun-doré) ou leur structure cellulaire (procaryotes et eucaryotes). Les procaryotes incluent
les Cyanobactéries et les Prochlorophytes, qui se divisent en cinq ordres. Les Cyanobactéries
sont caractérisées par une absorption efficace de nutriments et de composés, ainsi que par

leur capacité a produire des toxines.

En biotechnologie, trois souches de Cyanobactéries sont couramment utilisées :

Arthrospira platensis, Nostoc commune et Aphanizomenon flos-aquae[5].
I.1.3. Présentation de la spiruline

Arthrospira platensis est une cyanobactérie planctonique filamenteuse composée de
cellules distinctes. Son diamétre varie entre 3 et 12 pm et sa longueur peut atteindre quelques
millimétres. Sa forme peut varier en hélicoidale, en spirale relachée ou en filament rectiligne
en fonction des conditions de culture. Elle est commercialisée sous le nom de spiruline et est
utilisée dans divers produits, notamment : Produits cosmétiques, pharmaceutiques et
alimentaires. Creme glacée, pates, biscuits, crostini au levain, gressins, snacks, kéfir,

yogourt, produits laitiers, substituts de viande et smoothies.

La phycocyanine, une phycobiliprotéine dérivée d 'A. platensis, est largement utilisée

pour sa teinte bleue naturelle[7].

Spiruline platensis attire l'attention des scientifiques et des organismes de régulation
des aliments (EFSA et FDA) en raison de ses propriétés nutritives et thérapeutiques
exceptionnelles. Cette biomasse est utilisée comme supplément diététique en raison de sa
richesse en protéines, hydrates de carbone, minéraux, acides gras et vitamines, bénéfique
pour les animaux et les humains. Sa forte concentration en phycocyanine et en
polysaccharides confere des vertus anti-cancéreuses, la rendant un aliment fonctionnel de
premier choix. Cependant, les cofits élevés des ingrédients chimiques du milieu de culture
rendent la production économique inefficace. Les microalgues et les cyanobactéries,

notamment A. platensis, ont des mécanismes de défense spécifiques contre la toxicité des
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xénobiotiques, notamment les EPS a charge négative qui se lient aux métaux lourds a charge

positive, empéchant leur absorption et protégeant les cellules de leur toxicité[8].
I.1.3.1. Historique

En 1940, le phycologue francais Dangeard a signalé que les Kanembus
consommaient des algues, connues sous le nom de dihé, vivant prés du lac Tchad. En 1964-
1965, le botaniste Jean Léonard a découvert des gateaux verts comestibles vendus sur les
marchés locaux au Tchad, qui provenaient des régions avoisinant le lac Tchad. En 1967,
I'Association internationale de microbiologie appliquée a reconnu la spiruline comme une
source alimentaire future merveilleuse en raison de sa teneur exceptionnelle en protéines et
de la qualité de ses protéines. Cela a lancé de nombreux projets de recherche industrielle
dans les années 1970. Au méme moment, une étude systématique et détaillée des besoins de
croissance et de la physiologie de la spiruline a été réalisée suite a une demande d'une

entreprise mexicaine pour étudier une prolifération d'algues dans un lac prés de Mexico.[9]
1.1.3.2. Taxonomie

La spiruline est une bactérie cyanobactérie filamenteuse du genre Arthrospira, qui a
émergé sur Terre il y a environ trois milliards et demi d'années. Elle est souvent confondue

avec une algue planctonique microscopique mais est en réalité une bactérie[ 10].

Elle a été isolée et décrite par plusieurs scientifiques. En 1829, J. Turpin l'a baptisée
Spiruline jenneri f. platensis. En 1852, Stizenberger a nommé ce genre Arthrospira en raison
de la présence de structures hélicoidales. En 1892, Gomont a confirmé ces découvertes. En
1932, Geitler a regroupé des organismes sous le nom de Spiruline, mais cela a entrainé une
confusion. En 1989, une classification distincte a été établie, séparant les micro-organismes
en deux genres : Spiruline et Arthrospira. Cette classification est toujours acceptée
auyjourd'hui et place la spiruline dans le royaume des procaryotes, sous-groupe des

Oscillatoires[11].
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Tableau L.1 : Caractéristiques morphologiques des souches Spiruline et Arthrospira[11].

Arthrospira Spirulina
Trichomes | En hélice ouverte. En hélice presque fermée.
Paroi Visible si les vacuoles a gaz ne | Difficilement visible.
cellulaire sont pas trop nombreuses.
Taille de Cellules de 6 a 12 um de large, | Cellules de 2 a 4 um de large, de forme
cellule Constrictions entre les cellules | non fixe et avec peu ou pas de
adjacentes. constrictions entre les cellules adjacent.
Mobilité Par rotation. Par rotation permanent.
Reproducti | Par scission simple ou Par rupture transcellulaire du
on multiple, par bourgeonnement | trichome.
ou encore par fragmentation au
hasard.
Image au Platensis[12] Subsala [13]
microscope

1.1.3.3. Morphologie

La spiruline est une algue microscopique bleu-vert qui entretient une relation

symbiotique avec des bactéries pour fixer l'azote.

Elle contient des pigments

photosynthétiques tels que la phycocyanine, la chlorophylle a et les caroténoides. Elle se

reproduit par fission binaire et adopte une forme hélicoidale dans un milieu liquide. Les

trichomes mesurent de 50 a 500 pm de long et de 3 a 4 pum de large. La spiruline est

photosynthétique et autotrophe. Elle contient une paroi cellulaire similaire a celle des

bactéries Gram négatif et peut étre dégradée enzymatiquement pour obtenir des

sphaéroplastes ou des protoplastes[9].
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1.1.3.4. Les compositions chimiques

Des études ont été menées pour améliorer la production de biomasse et de composés
précieux chez les microalgues, notamment A. platensis. Ces recherches ont examiné l'impact
de facteurs tels que la composition en nutriments, le pH, la lumiére et la température sur la
croissance cellulaire et la productivit¢ des composés. La lumiere et la température sont
considérées comme les paramétres les plus importants, influengant la croissance et la

composition chimique des microalgues[14].

La Spiruline est riche en nutriments, contenant environ 55-70% de protéines, 15-25%
de glucides et 11% de lipides. Elle est également une source de vitamines et de minéraux,
ainsi que de chlorophylle et de phycobiliprotéines. Cependant, la composition biochimique

peut varier en fonction des conditions de culture[11].

Elle est riche en protéines (55-70%), acides gras essentiels (1,5-2,0%), vitamines
(B1, B2, B3, B6, B9, B12, C, D, E) et minéraux (potassium, calcium, chrome, cuivre, fer,
magnésium, manganese, phosphore, sélénium, sodium, zinc). Elle contient également des
pigments photosynthétiques, tels que la chlorophylle a, les phycobiliprotéines et divers

caroténoides.

Composition* de 100 g
de Spiruline de Retz

Energie 1467Kj / 348 Kcal
Protéines 60g
Lipides 62g

3g

Dont acides saturés
Dont acides gras insaturés 3,2g

Glucides 9,1g
Dont sucres 1,6g

Fibres 73¢g

Minéraux :

Sel 3,3g
Phosphore 439 mg
W EEGESTI 232 mg
Potassium 2120 mg
Fer 48,8 mg
Zinc 2,1mg
Manganeése 1,3mg
Cuivre 0,3 mg

Vitamines :

A Béta-caroténe (squi tinol) 13,433 mg
LIETITE 3,5mg
Riboflavine 3,2mg
Niacine 12,1 mg
Pantothénate de calcium 2mg
Pyridoxine 0,78 mg
Biotine 0,01 mg
Acide folique 33 ug

B12 Cobalamine 12 pg

E Tocophérol 7,3 mg

Figure 1.2 : Analyse nutritionnelle moyenne de 100g de Spiruline[15].
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Des études biochimiques ont été menées sur la composition de la spiruline cultivée
dans divers environnements. La composition a été observée varier en fonction de la salinité
du milieu de culture. Des études ont montré que les cellules de spiruline adaptées a un
environnement salin ont une composition biochimique modifiée, avec une diminution des

protéines et de la chlorophylle et une augmentation des glucides [9].
I.1.3.5. Utilisation de la spiruline

La spiruline est l'une des microalgues les plus couramment cultivées a I'échelle
commerciale, avec une production mondiale annuelle estimée a 70 000 tonnes. Sa forte
demande sur le marché, son entretien facile sans contamination et la technique de récolte

simple ont contribué a son ascension dans 1'industrie des microalgues[2].
A) L’utilisation par I’homme
-Effets sur le cholestérol et le poids.

-Activité antivirale (notamment le VIH, I’herpés simplex, le cytomégalovirus et la

rougeole).
-Produits des métabolismes.
-Effets sur le systéeme immunitaire.

-Effets sur la santé (réduit les dommages hépatiques dus a la toxicomanie et aux
métaux lourds, la réponse inflammatoire, la dégénérescence des cellules, la réaction
anaphylactique, les taches de Bitot et le césium 137 et le strontium 90 chez les enfants de

Tchernobyl).

-Effets sur les maladies (les maladies cardiaques, la maladie de Parkinson, la

malnutrition, la sclérose et la guérison des plaies).

-Composition nutritionnelle (la vitamine A pour prévenir les maladies oculaires, du
fer et de la vitamine B12 pour traiter ’anémie hypoferrique et 1’anémie pernicieuse,
respectivement, ainsi que de 1’acide y-linolénique pour traiter I’eczéma atopique et soulager

le syndrome prémenstruel) [16].

10
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B) L’utilisation dans I’agriculture

-Utilisation des algues bleu-vert comme engrais (remplacer les engrais chimiques,
reconstituer la structure des sols appauvris, réduire la quantité d'engrais inorganiques

nécessaire, limitée par leur faible colt et leur disponibilité).

-Utilisation comme complément alimentaire (augmenté le rendement de tomates,
améliorant la fertilité, remplacer partiellement la farine de poisson et le tourteau d'arachide

dans 1'alimentation des poulets de chair).

-Utilisation comme des pigments (comme colorants alimentaires, cosmétiques et

dans l'industrie des glaces...)[17].
C) L’utilisation dans I’aquaculture

-Utilisation dans l'alimentation animale (comme les crevettes, le tilapia, les ormeaux

et les poissons de grande valeur) [17].
I.1.4. Généralité sur les polysaccharides
I.4.1. Définition

Les polysaccharides, également connus sous le nom de polyosides, sont des hydrates
de carbone polymérisés qui occupent une place prépondérante dans la composition des
glucides chez les étres vivants. Ils sont composés de plusieurs sous-unités, qui peuvent étre
des sucres simples ou leurs dérivés. Ces sous-unités peuvent se lier pour former des chaines
linéaires, ramifiées ou non, ce qui leur confere des propriétés hydrophiles importantes.
Celles-ci permettent aux polysaccharides de modifier les propriétés des systeémes aqueux,
comme une viscosité élevée a faibles concentrations, des propriétés gélifiantes, une bonne
solubilité dans I'eau et des propriétés adhésives qui facilitent la liaison des bactéries qui les

synthétisent a divers supports[18].
1.1.4.2. Classification

Les polysaccharides peuvent €tre utilisés pour produire des produits vari€s, en
fonction de 'origine et de I'effet souhaité. Les sources végétales fournissent des polymeres
tels que la cellulose, la pectine et I'amidon. Les algues produisent des polysaccharides tels
que l'agar-agar, l'alginate et la carraghénine. Les champignons et les bactéries peuvent

également fournir des polymeres tels que la gomme gellan, la gomme xanthane et I'alginate
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[19]. Les microorganismes peuvent synthétiser les polysaccharides qui peuvent étre classés

en trois groupes selon leur localisation dans la cellule :

-Le 1% groupe de polysaccharides comprend les polysaccharides de stockage

intracellulaires, tels que le glycogene, qui sont localisés dans le cytoplasme.

-Le 2°™ groupe regroupe les polysaccharides structuraux qui composent la paroi
cellulaire, notamment le peptidoglycane et les acides lipotéichoiques chez les bactéries a
Gram positif, ainsi que les lipopolysaccharides ancrés dans la membrane externe des

bactéries a Gram négatif] 20].

-Le 3°™ groupe comprend les polysaccharides extracellulaires. Certaines bactéries
sont capables de produire une couche de polysaccharides sur leur surface, qui, en association
avec quelques glycoprotéines, sont regroupées sous le terme général de glycocalyx. Ce
groupe se manifeste sous deux formes de base. D'une part, il peut prendre la forme d'une
capsule étroitement liée a la surface de la cellule. D'autre part, il peut se présenter comme
des exopolysaccharides (EPS) au sens strict, qui sont sécrétés dans le milieu extérieur et

peuvent entourer les cellules dans une gangue muqueuse[21].
I.1.5. Les Exopolysaccharides

I.1.5.1. Définition

Les exopolysaccharides (EPS) sont des biopolymeres sécrétés pendant la formation
du biofilm et contiennent une diversit¢ de composés de sucre, des sucres neutres (ex, le
rhamnose) aux monomeres comme le glucose, le galactose et le mannose, et aux sucres
amingés (sucres N- acétylamino)[22]. Ces exopolysaccharides sont des composés glucidiques
complexes avec divers substituants comme les lipides, les acides aminés, ou des sulfates
fixés a leur dorsale linéaire ou ramifiée. Ils sont produits et accumulés a la surface des
microalgues pendant la phase de croissance[2]. EPSs sont des produits biodégradables et
renouvelables avec une grande application en biotechnologie et un large éventail de
potentialités de marché[3].Ces biopolymeres ont fait 1’objet d’études approfondies et
systématiques pendant des décennies a la recherche de nouvelles sources industrielles, de
nouveaux médicaments anticancéreux, d’immunomodulateurs ou de produits
pharmaceutiques bénéfiques pour la santé, avec des colits de production minimaux. Malgré
tous ces efforts, seuls quelques EPS bactériens sont exploitées pour leur valeur commerciale,

tels que la cellulose bactérienne, I’alginate, le dextran, la gomme xanthane, etc. La variabilité
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naturelle de ces sous-produits détermine leurs propriétés définies par la composition,
structure moléculaire, poids moléculaire moyen, liaisons et configurations de glycosyle,

etc[22].
1.1.5.2. Structure

Les EPS sont composées d'un nombre restreint de monosaccharides différents ou de
leurs dérivés. Ils présentent une grande variété grace a différentes combinaisons de ces unités
de monosaccharides. Ces unités peuvent étre disposées en chaines linéaires ou ramifiées et
sont reliées entre elles par des liens glycosidiques[23]. Le nombre de structures chimiques
différentes des exopolysaccharides bactériens est trés €élevé. En général, ces EPS sont des
hétéropolysaccharides composés de trois et quatre monomeres différents organisés en
groupes d'un ensemble de 10 ou moins pour former les unités répétitives. Les
monosaccharides qui créent ces EPS peuvent inclure des pentoses, des hexoses, des acides

aminés et des acides uroniques[24].

CH,OH

a-D-Glucose

a-D-Mannose

B-D-Mannose

Figure 1.3 : Structure des exopolysaccharides produits par Lactobacillus.[25]
1.1.5.3. EPS microbiens

Les exopolysaccharides microbiens sont biodégradables et donc moins nocifs que les
polymeres synthétiques. Bien que les polysaccharides produits par les plantes et les algues
soient utilisés dans divers domaines, tels que l'industrie alimentaire, médicale, cosmétique
et agricole, la composition et les propriétés des exopolysaccharides microbiens attirent

actuellement l'attention de la communauté scientifique[26].
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OH OH

HO

OH
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Figure 1.4 : La structure chimique de certains exopolysaccharides microbiens.[27]
1.1.5.4. EPS de la spiruline

Arthrospira platensis produit une gamme de métabolites distinctifs ou présents a des
concentrations plus élevées que dans d'autres organismes, ce qui les rend économiquement
viables. Comme c'est courant pour de nombreuses cyanobactéries, Arthrospira sécréte
diverses EPS (exopolysaccharides) qui peuvent étre extraits et utilisés dans divers

domaines[4].
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Figure L5 : Voie suggérée pour la production simultanée d’EPS, de phycocyanine et

d’autres composants précieux de la spiruline pour établir une approche de

bioraffinerie.[2]
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Les polysaccharides dérivés de la souche Spiruline posseédent des propriétés
biostimulants en raison de la présence de plusieurs composés bioactifs. La production de ces
polysaccharides se produit principalement pendant la phase de croissance et atteint son
maximum pendant la phase stationnaire. Selon Trabelsi et al., la concentration des
polysaccharides libérés dans la culture augmente significativement lors du recyclage des
milieux de culture, car ces composés s'accumulent a chaque cycle de récolte. Cependant,
cette accumulation de polysaccharides extraits ou de matiére organique rend le processus de
récolte difficile en augmentant la viscosité du milieu de culture, tout en réduisant la
productivité de la biomasse des microalgues. Par conséquent, la séparation ou I'extraction de
ces EPS du milieu de culture s'avére essentielle pour maintenir la productivité de la culture
et valoriser I’EPS comme un précieux biostimulant végétal, générant ainsi des avantages

économiques supplémentaires et promouvant I'économie circulaire[2].
I.1.5.5. Classification des exopolysaccharides

Les EPS sont classées en trois types : les gaines, les capsules et les mucilages, en

fonction de leur emplacement, de leur structure et de leur consistance.

-Les capsules (polysacchas capsulaires) sont considérées comme hautement

structurées, strictement délimitées et étroitement attachées a I’organisme.

-Les gaines sont moins structurées, non délimitées, d’épaisseur variable et pas si

intimement attachées a I’organisme.

-Le mucilage est déstructuré et vaguement associ¢ a I’organisme ou librement

dispersé dans I’environnement[4].
1.1.5.6. L’ utilisation des exopolysaccharides

Dans I’ensemble, le role de ces polymeres semble différer entre les souches, ses
propriétés dépendant des caractéristiques physico-chimiques de I’habitat naturel ou du
milieu de culture dans lequel l'organisme se développe. Il a été suggéré que le
polysaccharide extracellulaire produit par les cyanobactéries pourrait étre utilisé dans divers

domaines[16], notamment :
-Utiliser comme biostimulant végétal[2].
-Favorisant la croissance des racines et 1’absorption des nutriments|[2].
-Augmentant I’efficacité photosynthétique[2].
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-Améliorant la résilience de la culture face a des conditions environnementales
défavorables (comme différents facteurs de stress biotiques et abiotiques) [2].
-L’amélioration de la capacité de rétention d’eau du sol [16].

-La désintoxication des métaux lourds et 1’élimination des matériaux solides des

réservoirs d’eau[28].

-Adhésif, gélifiant, floculants, et épaississant des agents textiles appliqués au

cosmétique et des boissons|[3].

-Applications médicales, tels qu’améliorer I’immunité innée humaine[4],1’activité
immunomodulatrice, antibactérienne, anticoagulante, antimutagéne, radio-protectrice, anti-

oxydant, antiulcéreuse, anti-inflammatoire et méme anti tumorigéne|3].
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I.2. Généralité sur les métaux lourds

I.2.1. Introduction

Les métaux lourds font partie des principaux polluants des sols qui limitent la
production agricole dans le monde. Les plantes cultivées dans des sols contaminés par les
métalloides présentent une croissance et un développement réduits, ce qui entraine une

diminution des récoltes.

L'exposition aux métaux induit un stress oxydatif des plantes di a la formation de
radicaux libres, qui altérent mécanismes morpho physiologiques et biochimiques des plantes

aux niveaux cellulaire et tissulaire.

Les activités naturelles et anthropiques émets des quantités importantes de composés
toxiques dans 1’atmospheére, conduisant a 1’augmentation des ML dans les sols. Ces les
¢léments métalliques s'accumulent dans le sol, s'infiltrent dans la surface du sol et

contaminer les eaux souterraines.

Les ML sont stables et non dégradables, ce qui signifie qu’ils ne peuvent pas étre
¢liminés naturellement de 1’environnement. Certains ML sont immobiles et ne peuvent pas
bouger de I'endroit ou ils sont accumulés, tandis que d'autres sont mobiles et peuvent étre
absorbés par les plantes depuis l'endroit ou ils sont accumulés. Sol et eau par diffusion,

endocytose ou transporteurs de métaux[29].
1.2.2. Les métaux lourds

Le terme de métaux lourds est imprécis, il recouvre des éléments ayant des propriétés
métalliques (ductilité, conductivité, densité, stabilité des cations, spécificité de ligand...) et
un numéro atomique >20. Généralement appelés métaux ou métalloides ayant une densité
plus élevée (5 g cm™ ?). Certains métaux sont nécessaires en faibles concentrations, car
micronutriments provenant des plantes, par exemple molybdéne (Mo), cuivre (Cu), nickel
(Ni), manganese (Mn), fer (Fe), bore (B), zinc (Zn) et aluminium. En concentration optimale,
leur implication dans les réactions Ox/ Red confére a ces métaux un rdle vital pour le
métabolisme des plantes. Or, le plomb (Pb), l'arsenic (As), le cadmium (Cd), mercure (Hg),
strontium (Sr), titane (Ti), vanadium (V), lanthane (La), le thallium (TI) et le chrome (Cr)

sont des polluants bien connus[29].

17



Chapitre I : Etude bibliographique

Tydrogen Telium
1 2
H He
1.0079 4.0026
Tthium berylium Tiuonne neon
3 g 4 9 10
Li | Be F |Ne
6941 90122 18.998 20.180
‘sodim ‘magnesium chiorine argon
11 12 17 18
Na | Mg Cl | Ar
229% 24305 35453 39948
potassium calcum scandium bromine rypton
19 20 21 35 36
K |Ca|Sc Br | Kr
39.098 40.078 44 956 79.904 83.798
‘rubidium ‘strontium yitnum i technetium | r N rhodium n 7 indium n odine xenon
37 38 39 7 49 8 53 54
Rb|Sr|Y g In | | Xe
85468 8762 88.906 106.42 11482 126.90 13129
caesium - - i platnum thallium n astatine radon
55 81 » 85 86
Cs Tl At |Rn
13291 20438 210 1222)
francium radum
87 88
Fr |Ra
223 1226]
Tanthanum cenum samanum | europium | gadolinium Terbium dysprosum | holmium “erbium thulium Viterbium Tutetum
58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 7
La|[Ce|Pr |Nd|Pm|Sm|Eu|Gd|Tb|Dy|Ho| Er | Tm|Yb| Lu
13891 14012 14091 14424 [145] 150.36 151.96 157.25 15893 16250 164.93 167.26 168.93 173.05 17497
“actinum thonum | protactinium | uranium. neptunium | plutonium | amencium curum berkelium | calfonium fermium nobelium | lawrencum
89 a0 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103
Ac|Th|Pa| U |[Np|Pu|Am|Cm|Bk| Cf |Es |Fm|Md|No | Lr
[227] 23204 231.04 238.03 237 [244] [243] [247] [247) [251] 252 [257] [258] [259] [262]

www.aguapertail.com

Figure 1.6 : Tableau périodique des éléments chimiques, mettant en évidence les éléments

considerés comme des "métaux lourds”.[30]
1.2.3. Les sources de métaux lourds dans les sols

L’altération des minéraux du sol, I’épandage des eaux usées traitées (EUT), les boues
d’épuration et les engrais, ainsi que les activités industrielles. Les métaux lourds conduisent
non seulement a la contamination des sols, mais affectent également la production, la qualité
et la sécurité alimentaire. Certains métaux lourds sont toxiques pour les plantes a de tres
faibles concentrations, tandis que d'autres peuvent s'accumuler dans les tissus végétaux a des

niveaux relativement élevés sans symptomes visibles ni réduction du rendement[29].

Les plantes poussant dans des sites pollués par des métaux lourds peuvent présenter
un métabolisme altéré et des processus physiologiques et biochimiques entrainant une
réduction de la croissance, une production de biomasse et une accumulation de métaux plus
faibles. Les humains exposés a des niveaux ¢élevés de métaux lourds peuvent souffrir de
diverses maladies, telles que : des cancers, des probleémes cardiovasculaires, la dépression,
une insuffisance hématique, gastro-intestinale et rénale, I'ostéoporose et des
dysfonctionnements tubulaires et glomérulaires. Les nourrissons, les enfants et les
adolescents sont particuliérement sensibles aux intoxications aux métaux lourds, ce qui

entraine des problémes de développement et un faible quotient intellectuel.
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Pour empécher la consommation humaine d'aliments empoisonnés par des métaux
lourds, la plupart des pays ont des réglementations concernant les niveaux maximaux (ML)
d'éléments toxiques ng. g '. La présente revue se concentre sur les sources et les risques des
métaux lourds, principalement dans les champs cultivés de diverses régions, et sur les

stratégies visant a réduire leur accumulation dans les cultures horticoles[29].
1.2.4. Le cadmium

Le cadmium est I’'un des contaminants les plus importants sur Terre ; il possede une
toxicité importante et met en danger le sol, et nuit a la santé humaine et a I'environnement

écologique en raison de sa toxicité, de sa persistance et de sa bioaccumulation[31].

Le cadmium est un métal naturel autrefois largement utilisé dans les industries. Il
peut pénétrer dans I’environnement a la suite d’activités naturelles et anthropiques et reste
intact pendant de longues périodes. A 8 isotopes six sont stables, 106Cd, 10sCd, 110Cd, 111Cd,
112Cd et 114Cd et deux radionucléides primordiaux 113 Cd et 116Cd, la concentration de
cadmium dans la crofite terrestre est de 0,15 ppm et le minéral de cadmium le plus courant

est la Greenock ite (CdS)[32].
I.2.4.1. Origine

Les trois principales sources de cadmium selon un rapport récent sont le plastique,
les engrais et les pesticides. La limite admissible pour le Cd dans les sols agricoles est de
100 mg/kg. Les plantes cultivées dans un sol contenant des niveaux plus élevés de Cd
présentent des signes évidents de dommages sous forme de retard de croissance, de chlorose,
de brilure des extrémités des racines et de mort. La réduction du taux de Fe*" due au stress
du Cd affecte négativement la photosynthése. L'interférence négative du Cd avec d'autres
processus majeurs a également été étudiée, notamment I'absorption d'eau et le transport du

calcium, du magnésium, du phosphore et du potassium[32].
1.2.5. Le chromium

Le chrome est un cancérogene pour I'homme a I'état d'oxydation de (-2) a (+ 6), qui
est principalement stable sous trois formes, a savoir Cr (0), Cr (III) et Cr (VI). Parmi les trois
états, le chrome hexavalent est hautement toxique et mutagene. En revanche, le Cr (0) et le

Cr (IIT) sont peu toxiques par rapport au Cr (VI).

En tant que 1'un des contaminants de métaux lourds hautement toxiques, le chrome

hexavalent Cr (VI) présente un risque sérieux pour l'environnement et la santé publique en
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raison de son excellente solubilité dans un environnement aqueux. Il existe 9 isotopes : 33Cr,
48Cr, 49Cr, 50Cr, 51Cr, 52Cr, s53Cr, 54Cr et s5Cr ; les isotopes 49Cr,s51Cr et s5Cr sont

radioactifs[33].
1.2.5.1. Origine

Les deux sources les plus courantes de contaminants au chrome comprennent les
rejets provenant des processus de galvanoplastie et 1’élimination des déchets contenant du
Cr. C’est I’'un des ¢éléments les moins fréquents et n’apparait naturellement que dans des
composés, et non sous sa forme ¢élémentaire. Le minéral chromite, FeCr204, qui est le

minerai le plus important pour le chrome, est extrait.

Le chrome se trouve naturellement a 1’état d’oxydation trivalent et hexavalent. On
estime que 33 tonnes de Cr total sont rejetées dans l'environnement chaque année. La forme
trivalente (Cr’") est plus dangereuse pour les plantes. Ainsi, lorsque ’hexavalent (Cr®") est
réduit en forme trivalente (Cr’"), il devient plus mortel et modifie le pH du sol. Des
concentrations élevées de (Cr’*) peuvent perturber les processus morphologiques,

biochimique, métaboliques et physiologiques des plantes[33].
1.2.6. Toxicités des Eléments Traces Métalliques

Avec la croissance économique mondiale rapide, les polluants contenant des métaux
lourds peuvent pénétrer dans le sol par diverses méthodes, certains éléments métalliques sont
essentiels aux organismes vivants a de faibles concentrations. Ils agissent a de fortes
concentrations comme un facteur de stress qui entraine une modification de la réaction
physiologique. Le terme « sensibilité » décrit les effets du stress, qui peuvent aller jusqu’a
la mort de la plante. Par opposition, le terme « résistance » fait référence a la réaction de la
plante qui lui permet de survivre face au stress métallique. La toxicité des métaux manifester
de facons tres différentes par exemple le cadmium ne rentre dans aucune fonction biologique
connue alors que le Fe et le Cu sont les métaux essentiels au métabolisme cellulaire, pourtant
le Cu peut se révéler trés nocif malgré son caractére indispensable a faible concentration.
Les symptomes de toxicité associés aux métaux lourds sont peu différents de ceux produits

par différents types de stress[34].
1.2.7. Impact des métaux lourds sur les plantes

Les plantes sont des formes de vie sessiles qui doivent s'adapter aux différentes

compositions des sols en ce qui concerne leur vie et leur reproduction. Les sols sont souvent
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confinés avec des niveaux inutiles de substances essentielles et ¢éléments non essentiels, qui
peuvent étre nocifs a des concentrations élevées en fonction des espéces végétales et des
qualités du sol. Nombreux les métaux partagent généralement leurs mécanismes de 1étalité
de base, et les usines geérent ces métaux en utilisant des voies d’élimination générales. Les
effets dus a la toxicité des métaux sont rendus plus complexes par la rivalité, puisque les
quantités élevées d'un métal peuvent déséquilibrer 1'élimination et mouvement des autres et

qui fournit le comportement toxique.

Les plantes se procurent des minéraux du sol essentiellement dans la forme d’ions
inorganiques. La racine expansée et sa capacité d’assimilation composés ioniques méme a
faibles concentrations, ce qui rend I'absorption des minéraux plus efficace. Les composés
minéraux peuvent étre classés en deux catégories : (i) les nutriments essentiels (macro et
micronutriments) et (ii) les nutriments non essentiels. Les macronutriments essentiels (azote,
phosphore, potassium, magnésium, calcium, silicium et soufre) et les micronutriments
(sodium, mangangse, fer, chlore, bore, molybdéne, cuivre, zinc et nickel) sont des éléments
importants pour la plante structure et son métabolisme. L'absence ou la carence de ceux-ci
les nutriments peuvent diminuer la forme physique et entraver la croissance et le

développement[34].

Les métaux lourds interférent avec 'homéostasie ionique et l'activité des enzymes,
et ces impacts sont évidents dans les procédures physiologiques y compris des organes
uniques (par exemple, 1'absorption de suppléments par les racines) suivi de procédures plus
larges, par exemple la germination, le développement, la photosynthése, 1'équilibre hydrique
des plantes, la digestion essentielle, et multiplications. En réalité, les effets secondaires
indubitables du métaux lourds la nocivité comprend la chlorose, la sénescence, l'enroulement
et la putréfaction des feuilles, une faible génération de biomasse, le flétrissement et un
développement entravé, quantités limitées de graines et, a long terme, disparition. La
pollution par les métaux lourds dans un sol agricole constitue un probléme environnemental
grave en raison de la large répartition des métaux lourds dans les sols agricoles.

L’environnement et ses effets (aigus et chroniques) sur la croissance des la plante[29].

La croissance de la plante et ses activités métaboliques ainsi que l'acceptation des
dommages oxydatifs chez différentes espéces ont été observées en raison de la phytotoxicité
du Cd. L'exposition de l'excés de Cr aux plantes conduit a affecter le processus de

photosyntheése en ce qui concerne la fixation du dioxyde de carbone, activités des enzymes,
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de la photophosphorylation et du transport des ¢électrons. Les indications de phytotoxicité de
I'As comprennent la putréfaction et le rétrécissement des feuilles, suivis par des taches sur

les racines et un obstacle au développement des pousses[34].

Tableau 1.2 : Effets des métaux lourds/métalloides sur la croissance des plantes. [29]

Les métaux lourds | L’effet

Cadmium (Cd) -Présente les symptomes d'un retard de croissance, d'un
jaunissement de feuilles et brunissement des pointes des racines qui
menent a la plante la mort.

-Provoque le jaunissement de I’extrémité de la tige du fruit.
-Entrave la Fe (III) réductase dans les racines, ce qui provoque le

manque de Fe (II) et affecte la photosynthese.

Chromium (Cr)
-Diminue le taux de transpiration et le potentiel hydrique.

-Réduit l'activité amylase qui affecte les sucres transport.

-Altere la synthése des pigments, ainsi que celle des anthocyanes et
la photosynthése.

-Réduit la biomasse végétale.

1.2.8. Classification des plantes selon leur interaction avec les métaux lourds

Parmi les végétaux tolérants, il est possible de caractériser trois grands types basés
sur les rapports entre les teneurs en métaux lourds du sol et celles des organes aériens des

plantes considérées.

-Les excluantes : ces plantes sont capables de maintenir la concentration des métaux
dans leurs parties aériennes a un niveau faible. Le métal est massivement transporté dans les

parties aériennes de la plante et provoque des dégéts liés a sa toxicité.

-Les indicatrices : les ETM accumulent dans les tissues de leurs parties aériennes, et

les concentrations internes reflétent exactement les concentrations externes (milieu).

-Les accumulatrices : ces plantes sont capables d’accumuler des concentrations
¢levées des ETM dans leurs tissus aériennes, ces plantes sont largement utilisées dans la

selon la concentration des ETM dans les parties aériennes, ont classé les plantes en tant que
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des accumulatrices ou hyperaccumulatrices. Le mais cultivé accumule les métaux lourds tels
que le plomb et I’or, les 1égumineuses sont des hyperaccumulateurs de césium, sélénium, et

le mercure[34].
1.2.9. Mécanisme de tolérance des plantes soumises au stress des métaux lourds

Lorsque les plantes sont stressées par les ML, les racines libérent des exsudats pour
désamorcer les composés nocifs et les empécher de pénétrer dans la plante. Racine les
exsudats limitent I'entrée des métaux dans la cellule par gonflement de la paroi cellulaire des
racines en stimulant l'activit¢ de la peroxydase. L'apoplaste de la racine peut agissent
¢galement comme une barriére physique efficace pour limiter I’entrée des ions métalliques
dans le symplaste En méme temps, la plante a développé différents mécanismes de défense
réactifs en produisant hormones, protéines, molécules de signalisation et antioxydants liés

au stress vaincre le stress en maintenant I’homéostasie[29].
1.2.10. Définition du stress

Le stress signifie la déviation dans le développement et les fonctions normaux de la
physiologie des plantes, causant ainsi des dommages aux plantes. Le stress est défini comme
étant une force ou influence hostile qui tend a empécher un systéme normal de fonctionner.
C’est le dysfonctionnement (rupture d’un équilibre fonctionnel) produit dans un organisme
ou dans un systeme vivant, par exemple par une carence de performance de la physiologie
de I’étre vivant. On appelle stress toute pression exercée par un parameétre, perturbant le
fonctionnement habituel de la plante. Ce concept est trop restrictif pour certains
physiologistes qui étudient le stress car il souleve des questions sur les mécanismes

adaptatifs qui permettent la croissance de plante dans un environnement stressant[31].
1.2.10.1. Catégories de stress

Le stress est 1’ensemble des perturbations physiologiques ou pathologiques

provoqués dans un organisme par des agents biotiques ou abiotiques.
1.2.10.1.1. Stress biotique

Le stress abiotique déclenché par d'autres organismes (des champignons, des
insectes, des bactéries, des adventices...), afin d’y faire face, la plante met en place un
systéme de défense qui fait intervenir une chaine de réactions. Les protéines végétales

défensives produites font office de rempart contre les agents nuisibles[31].
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1.2.10.1. 2. Stress abiotique

Les facteurs abiotiques sont ceux liés a I’action du non-vivant sur le vivant tel que:
les inondations, la sécheresse, les basses ou hautes températures, la salinité excessive des
sols ou des eaux, la présence d’un minéral inadéquat dans le sol, cas des métaux lourds,
I’exces de lumicre qui stimule la photo inhibition, le cas de faible éclairement, les facteurs
de stress abiotique, naturels ou anthropique, influent négativement sur la performance de la

population ou la physiologie des individus[31].

ABIOTIC STRESSES BIOTIC STRESSES

IRRADIATION ﬁ "“ INSECTS
\ , ‘@’50{' VIRUSES
4‘3"‘* .

v

DROUGHT &2

\ ..  HERBIVORES

NUTRIENTS | NPK % NEMATODES

Figure 1.7 : Facteurs de stress environnementaux qui affectent les structures de la plante
sous terre et en surface. Représentation schématique des facteurs non vivants causant des
stress abiotiques (a gauche) et des facteurs vivants causant des stress biotiques (a

droite).[35]
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1.3. Généralité sur I’adsorption

I.3.1. Introduction

L'adsorption est un phénomeéne physico-chimique se traduisant en particulier par une
modification de concentration a l'interface de deux phases non miscibles. L'adsorption ¢’est

un phénomene de surface, a distinguer de 1'absorption, phénoméne de profondeur.

IT existe cinq types d'interfaces selon la nature des deux phases contigués :
(gaz/liquide), (gaz/solide), (liquide/liquide), (liquide/solide), (solide/solide), et pour chacun
de ces types d'interfaces, on peut distinguer le cas ou ces phases sont pures de celui ou elles

constituent des mélanges.

Les phénomeénes d'adsorption se rapportant aux interfaces liquide/solide, a savoir
donc I'adsorption des liquides, purs ou en mélange, par les solides considérés généralement

comme des phases pures[36].

1.3.2. L’adsorption

Une des techniques trés fréquemment adoptées pour le traitement de 1’eau et des
effluents industriels est I’adsorption. Son principe repose sur la propriété qu’ont les solides

a fixer sur leurs surfaces certains polluants tels que les colorants textiles.

L’adsorption, a ne pas confondre avec 1’absorption, est un phénoméne de surface par
lequel des molécules de gaz ou de liquides se fixent sur les surfaces solides des adsorbants

[37].

Interface gaz-liquide Interface liguide-solide
Film gazeux J Film liquide Film liquide
N N
Milieu gazeux | | Milieu liquide Milieu liquide |
| | I
e W o' ¢
¢ Bic © ©"¢
| |>°
C ¢ © ¢
© 141%¢ o' I
Absorption Adsorption

Figure 1.8 : Absorption et Adsorption.[38]
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Plusieurs définitions ont ét¢ données pour décrire le phénoméne :

-L’adsorption est un phénoméne d’interface, pouvant se manifester entre un solide et

un liquide.

-L’adsorption est un phénomene physico-chimique se traduisant par une modification
de la concentration a I’interface de deux phases non miscibles : liquide/solide ou gaz/solide,

on parlera donc du couple adsorbat/adsorbant.

-L’adsorption peut aussi étre définie comme étant une opération physique de
séparation des mélanges, celle-ci permet 1’¢limination d’une substance en phase gazeuse ou

liquide, par une autre phase[39].
1.3.3. Principe de I’adsorption

Le transfert de masse des molécules se fait de la phase fluide vers le centre de
I’adsorbant. Ce processus s’opere au sein d’un grain d’adsorbant. Les matériaux adsorbants
disposent de larges surfaces spécifiques, généralement développées sur des matériaux
poreux industriels, au cours de 1’adsorption d’une espéce chimique comme une molécule de
polluante solution aqueuse[40]. Le transfert de la phase liquide vers la phase solide se

déroule en plusieurs étapes qu’on peut définir comme suit :

A) Diffusion externe : elle correspond au transfert du soluté (molécules de la phase
liquide ou gazeuse) au sein de la solution a la surface externe de ’adsorbant, le transfert de

matiere dépend de 1’écoulement du liquide sur la surface de 1’adsorbant.

B) Diffusion interne : les molécules du liquide pénétrent a I’intérieur des pores, la

diffusion dépend du gradient de concentration du soluté.

C) Diffusion de surface : elle correspond a la fixation des particules a la surface des

pores de I’adsorbant[40].
1.3.4. Types d’adsorption

Il est possible de distinguer deux types d’adsorption :

1.3.4.1. Adsorption physique (physisorption)

Dans I’adsorption physique, les forces intermoléculaires faibles, dites forces de
Vander Walls interviennent dans D’attraction et la fixation des espéces dissoutes par le

substrat solide. C’est un processus instantané car la vitesse d’adsorption est treés rapide, ce
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type d’adsorption est favoris¢ par une diminution de la température car elle se caractérise
par une réversibilité rapide[41].

1.3.4.2. Adsorption chimique (chimisorption)

L’adsorption chimique résulte, par contre, de 1’établissement de liaisons chimiques
souvent de nature covalente ou ionique comme dans le cas de 1’échange d’ions (couple de
charges opposées). Dans ce type d’adsorption, le phénoméne de fixation peut étre

irréversible et conduit a la modification chimique de I’espéce adsorbée[41].
1.3.5. Facteur influencant I’équilibre d’adsorption

Plusieurs parametres influent sur 1’adsorption, les plus importants sont :

1.3.5.1. La température du milieu

L’adsorption physique s’effectue a des basses températures (phénomene
exothermique) alors que 1’adsorption chimique demande des températures plus élevées
(phénomene endothermique). Ceci nécessite de fixer la température du processus des le

départ[42].
1.3.5.2. Le pH de la solution

Le pH est un facteur important dans toute étude d’adsorption du fait qu’il peut
influencer a la fois la structure de I’adsorbant et de l'adsorbat ainsi que le mécanisme

d’adsorption[42].
1.3.5.3. La masse d’adsorption

La recherche de la masse minimale nécessaire et suffisante d’un matériau pour
adsorber un polluant donné, est une étape primordiale a toute étude sur 1’adsorption, car elle

joue un rdle tres important sur le mécanisme d’adsorption et sur le cofit de I’adsorbant[42].
1.3.5.4. La concentration initiale d’adsorbat

La concentration initiale de polluant est un parametre qui influe sur la capacité

d’adsorption[42].
1.3.5.5. Le temps d’équilibre

Le temps d’équilibre est 'un des facteurs les plus importants de point de vue

économique pour les systémes de traitement des eaux polluées[42].
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1.3.6. Facteurs caractérisant 1’adsorbat

Toutes les substances ne sont pas adsorbables de la méme maniére. La capacité de

rétention d’un polluant est fonction de :
-L’énergie de liaison de la substance a adsorber.

-La structure et la taille des molécules (un haut poids moléculaire réduit la diffusion

et par conséquent la fixation de 1’adsorbat).
-La solubilité (moins une substance est soluble, mieux elle est adsorbée) [43].
1.3.7. Facteurs caractérisant ’adsorbant

Un solide adsorbant est caractérisé par des propriétés physicochimiques, mécaniques

et géométriques, les plus importantes sont les propriétés géométriques.

A) La surface spécifique : plus la surface est grande, plus on aura une meilleure

adsorption.

B) La structure de P’adsorbant : I’adsorption d’une substance croit avec la
diminution de la taille des particules et les dimensions des pores de I’adsorbant. Mais si le
diameétre des pores est inférieur au diamétre des molécules, 1’adsorption de ce composé sera
négative, méme si la surface de 1’adsorbant a une grande affinit¢ pour le composé. La
distribution des tailles des pores joue un role important dans la cinétique globale du

processus d’adsorption.

C) La polarité : les solides polaires adsorbent préférentiellement les corps polaires,

et les solides apolaires adsorbent les corps apolaires[43].
1.3.8. Choix de I’adsorbant

La condition nécessaire pour obtenir une séparation entre le solvant et les solutés est
de disposer d’un adsorbant vis-a-vis duquel 1’adsorbabilité¢ du solvant est inférieure a celle
du soluté. Le choix de 1’adsorbant peut étre difficile et parfois impossible. Pour cette raison

I’adsorbant doit avoir certaines propriétés telles que :
-Présenter une surface spécifique assez importante.
-Avoir une grande capacité d’adsorption.

-Etre disponible et bon marché.
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-Avoir une possibilité¢ de régénération[44].
1.3.9. Modeéles d’isothermes

Plusieurs lois ont été proposées pour 1'étude de 'adsorption, et de nombreux mode¢les
sont développés pour caractériser les processus impliqués. L’approche la plus fréquemment
employée consiste a mesurer les isothermes d’adsorption représentant le partage a I’équilibre
d’un soluté entre le solvant et la phase adsorbant. Parmi les modeles les plus répondus, on

distingue :
1.3.9.1. Isothermes de Freundlich

Le modele simple et empirique de Freundlich, est le plus communément utilisé. On
considere qu’il s’applique a de nombreux cas, notamment dans le cas de I’adsorption

multicouche avec possibilité d’interaction entre les molécules adsorbées suivant 1’équation :

1
qe = Kf.Ce.en (1,1)
La forme exploitée la plus courante est le tracé en échelle logarithmique des
variations de ge en fonction de (Ce) :

1
lnqe=anf+HlnCe (1.2)

Tel que :

Kf: 1a constante de Freundlich (mg (/™). L-0/m_ g1,
Ce : la concentration a 1’équilibre (mg/L).

ge : la capacité d’adsorption a I’équilibre (mg/g).

La constante 1/n adimensionnelle donne une indication sur D’intensité¢ de
I’adsorption.
La relation entre Kf et la capacité maximale d’adsorption qm est :
qm
Kf =—= (1.3)
COn
Il est généralement admis que des faibles valeurs de 1/n (0,1<1/n<0,5) sont

caractéristiques d’une bonne adsorption, alors que des valeurs plus élevées révelent une
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adsorption modérée (0,5<1/n<1) ou faible (1/n>1). Il faut noter que si 1/n tend vers 1,

I’isotherme devient linéaire donc de type C[45].
1.3.9.2. Modéle de Langmuir

Le mode¢le de Langmuir, initialement développé pour 1’adsorption en phase gazeuse,
s’adapte trés bien a la représentation d’isotherme de type I en phase aqueuse. Ce modéle est

basé sur plusieurs hypotheses[45]:
_Les sites d’adsorption ont été tous énergiquement équivalents.
_Chacun des sites ne peut fixer qu’une seule molécule.

_L’adsorption se fait en monocouche entre les molécules adsorbées dans ces

conditions, les isothermes peuvent étre modélisées par I’équation :

gm.d.Ce

“tdco (I.4)

qe

Avec :

gm : La capacité maximale d’adsorption dépendant des conditions expérimentales
(mg.g™).

d : la constante d’adsorption de Langmuir, constante li¢e a la température et au
systéme adsorbant adsorbat (d=do.eE/RT),

Ce : concentration de 1’adsorbat en phase liquide a 1’équilibre (mg. L™).

La linéarisation de cette équation nous donnera une droite de pente (1/ qm) et

d’ordonnée a I’origine (1/d.qm).

e+ — L5
ge _qm ' d.gm (.5

1.3.9.3. Autre modéele

D’autres modeles ont été¢ développés pour décrire les interactions entre les adsorbants
et les adsorbats tel que le modele de Temkin, Dubinin-Radushkevich.... Mais la plupart de
ces modeles sont empirique et nécessitent I’identification d’au moins trois parametres, ce

qui rend leur utilisation plus délicate[46].

30



Chapitre I : Etude bibliographique

1.3.10. Cinétique d’adsorption

Il existe deux modeles, pseudo-premier ordre et pseudo-deuxieme ordre, sont les plus
étudiés afin de modéliser la cinétique d’adsorption et de déterminer certains parametres

cinétiques comme la constante de vitesse et la quantité adsorbée a 1’équilibre.
1.3.10.1. Modé¢le cinétique pseudo-premiere ordre (modéle Lagergren)

Lagergren a propos¢ un modele cinétique de pseudo-premier ordre exprimé par la

relation suivante :

dqt
E—Kl(qe—qt) (1.6)

Avec :

K1 : la constante de vitesse pour une cinétique du pseudo-premier ordre (min!).
qt: la capacité d’adsorption a I’instant « t » (mg/g).

ge: la capacité d‘adsorption a 1‘équilibre (mg/g).

Apres intégration entre t = 0 et t, d’une part, et qt = 0 et qt, I’équation devient :

log(q0 — qt) = log(ge) — I.7)

——t
2.303

Le tracé de log (ge — qt) on fonction de t, donne la droite avec la pente égale a

—k1/2.303, et ’ordonnée a 1’origine égale a log(qe).[47]
1.3.10.2. Modéle du cinétique pseudo-deuxieme ordre

Une expression également trés souvent utilisée est celle du pseudo-deuxieme ordre.
Ce modele suggere 1’existence d’une chimisorption, un échange d’¢électrons par exemple

entre molécule d’adsorbat et ’adsorbant solide. I1 est exprimé par la relation suivante :

dqt—K t)? 1.8
a e(qe — qt) (1.8)

K2 : la constante de vitesse pour une cinétique du deuxiéme ordre (g.mg™'.min™").

Apres intégration entre t = 0 et t, d’une part, et qt = 0 et qt, on obtient la forme

linéaire :
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Lo ! +1t 1.9
qt K2.qe? qe (1.9)

Les constantes peuvent étre déterminées en tracant la droite 1/gt on fonction de t[47].
1.3.11. Définition de la biosorption

La biosorption correspond a I’utilisation des matériaux biologiques ayant un grand
potentiel de fixation des polluants par adsorption. Elle est considérée comme alternative ou
complémentaire aux méthodes conventionnelles, utilisées pour le traitement des effluents

contenant des ions métalliques ou des colorants qui sont généralement cotiteuses.

En effet, la biosorption des métaux lourds, colorants ou autres composés organiques
contenus dans des effluents aqueux est un procédé pas trés ancien qui a montré une grande
efficacité dans I’élimination de ces especes métalliques ou organiques polluantes, utilisant
des matériaux naturels comme adsorbants, tels qu’a titre d’exemple, les dérivés de déchets

agricoles[48].
1.3.12. Classification des biosorbants

Les biosorbants peuvent étre regroupés en deux catégories ; les biosorbants d'origine

aquatique et ceux provenant du secteur agro-industriel.
1.3.12.1. Biosorbants d'origine aquatique

Les biosorbants d'origine aquatique désignent la biomasse, constituée a la fois
d'especes animales et végétales. Il est prouvé que la biomasse (vivante ou morte) possede de
trés bonnes capacités d'adsorption dues particulierement a ses caractéristiques physico-

chimiques[48].
1.3.12.2. Biosorbants d'origine agro-industrielle

Cette catégorie de biosorbants regroupe les matériaux d'origine végétale, provenant
du secteur agricole ou d'une filiére industrielle. Ce sont des matériaux riches en tanin qui,
grace aux groupements poly hydroxy-polyphénol, leur confére une grande efficacité dans la

rétention des polluants[48].
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1.3.12. Le bl¢é

Le blé est la premicre céréale cultivée dans le monde pour répondre aux besoins
alimentaires des humains[49]. Il est la culture céréaliére prédominante et une source

alimentaire de base pour plus de la moiti¢ de la population mondiale[50].

Le blé est le principale source d’énergie (glucides), de protéines et de fibres
alimentaires pour I’humanité. Avec la croissance de la population mondiale et
I’augmentation du niveau de vie, I’accent est de plus en plus mis non seulement sur le
rendement du blé, mais aussi sur la qualité. Les grains de blé¢ mirs contiennent
principalement des amidons (70 a 75 %), des protéines de stockage (8 a 20 %) et une petite

quantité de lipides, de minéraux et de vitamines[51].

Le blé est considéré comme 1’aliment de base de plus de 36% de la population
mondiale et fournit 20% des calories et 55% des glucides dans le monde. Il domine la plupart
des terres arables (38,85 %) avec une teneur relativement élevée en protéines céréalicres (12

a 15 %)[49].
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Figure 1.9 : Schéma sur les applications des capteurs HSI dans les facteurs de stress

biotiques et abiotiques du blé.[52]
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Pendant la croissance du blé, il est exposé a divers stress dus a des facteurs
environnementaux, ce qui a un impact significatif sur son rendement et sa qualité. Selon que
le stress est un facteur biotique, il peut étre divisé en deux catégories : le stress abiotique
(chaleur, froid, sécheresse, sel-alcali et stress nutritif, etc.) et le stress biotique (champignons,
virus, ravageurs, etc.). Afin de s’adapter aux environnements dynamiques et inadaptés, le blé
a développé une série de mécanismes d’adaptation complexes, y compris les mécanismes

biologiques moléculaires des réponses au stress des plantes[52].
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Chapitre Il : Matériel et Méthodes
I1.1. Matériel
I1.1.1. Matériel biologique

I1.1.1.1. Souche bactérienne

Le matériel biologique utilisé dans ce travail est l'algue bleue verte, Arthrospira
platensis, appartenant a la classe des cyanobactéries. La souche, d'origine algérienne de la
wilaya de Tamanrasset, a été aimablement fournie en culture par le laboratoire de biologie
(faculté de science) de I’'université YAHIA Farés de Médéa. Elle a été cultivée dans un milieu
de culture enrichi par les éléments minéraux nécessaires a la croissance dans des flacons de
500 ml, maintenus dans des conditions strictement controlées. Un éclairage permanent est
assuré par une lumiére blanche émise par des lampes fluorescentes. La température est
maintenue a une valeur optimale de 32°C (£1°C) a I'aide de thermostats réglables. L'agitation

des cultures est assurée par barbotage d'air a 1'aide de pompes a air.

Figure I1.1: La culture de spiruline dans des condition expérimentales.

I1.1.1.2. Collecte des graines de blé et leur germination

Pour cette étude, Les grains de blé ont été achetées a la coopérative de céréales seches

et de légumineuses, Berrouaghia. Il a été cultivé sur une ferme a EL Omaria, Médéa.
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.

Figure I1.2 : Ferme de plants de blé dans la région de EL Omaria, Médéa.

I1.1.2. Matériel non biologique

I1.1.2.1. Appareillage

Appareillage Les marks

Spectroscopie infrarouge a transformée de | BRUKER, TENSOR II
Fourier FTIR

Spectrophotomeétre SHIMADZU, UVmini-1240
Agitateur magnétique chauffant Heidolph MR 3001 K
Balance JOANLAB

Autoclave 0TO12

Centrifugeuse MIKRO 200R

pH meétre SPECIFICATIONS
Bain-marie, Etuve Memmert

11.2. Méthodes

I1.2.1. Dispositif expérimentale

Notre travail a été réalisé au niveau du laboratoire de chimie (Faculté de Technologie)

'université YAHIA Fares de Médéa, durant la période Janvier-Mai 2024.
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La culture a 1'échelle de laboratoire et semi-industrielle est bien comprise et
maitrisée. Les systémes fermés, ou les cultures n'ont pas ou peu de contact direct avec
I'atmosphere, sont connus sous le nom de photobioréacteurs. Ces systémes fermés sont des

réacteurs fabriqués a partir de matériaux transparents en verre.[53]
I1.2.2. Préculture de spiruline

Nous avons commencé ’expérimentation avec un volume de 200ml de spiruline
souche (inoculum), a quel nous avons ajouté un volume 400ml de milieu de culture Zarrouk
afin d’obtenir au moment de la récolte de 600 ml de qui par la suite répartie en 2 flacons de
méme volume 500 ml. Le milieu synthétique (milieu Zarrouk) est ajusté a pH = 9 + 0,5 par

addition de NaOH.
11.2.3. Milieu de culture

Les cyanobactéries Spiruline a été cultivées dans un milieu culture Zarrouk. Avant
'autoclavage, le pH du milieu a été ajusté a [8,95-9,05]. Ce milieu présente 1’intérét de
s’adapter a presque toutes les souches de spiruline et simplifie considérablement le travail
de ’algoculteur. Toutefois, ses constituants sont chers et ne sont pas toujours faciles a

trouver[54].
Le milieu de culture est composé comme suit :

Tableau I1.1 : Composition de milieu Zarrouk dans une 1L d’eau distiller.[54]

Composés Concentration (g.L")
NaHCO3(Hydrogénocarbonate de sodium) 16,8

NaNOs;(Nitrates de sodium) 2,5

K2SO4(Sulfate de potassium) 1

NaCl (Chlorure de sodium) 1

KoHPO4(Phosphate dipotassique) 0,5

MgS0O4,7H,0 (Sulfate de magnésium) 0,2

EDTA (Ethyléne di amine tétra acétique) 0,08

CaCly(Chlorure de calcium) 0,04

FeSO4.7H>0 (Sulfate de fer) 0,01
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A 1L de la composition ci-dessus, on a ajouté 1ml de chacune des solutions d’oligo-

¢léments As et Be.

Tableau 11.2: Composition de la solution As (g.L™).[54]

Oligo-éléments Concentration (g.L™)

H3BOs(Acide borique) 2,86

MnCl,.4 H>O (Chlorure de manganése) 1,81

ZnS04.7 H>O (Sulfate de zinc) 0,22
CuSO04.5 H>O (Sulfate de cuivre) 0,08
MoO3(Oxyde de molybdéne) 0,015

Tableau I1.3: Composition de la solution Bs (mg. L™).[54]

Oligo-éléments Concentration (mg. L)
NH4VO3(Vanadate d’ammonium) 22,9

K2Cr2(S04)4.24 H20 (Alun de chrome) 96

NiSO4.7 H2O (Sulfate de nickel) 47,8

NaxWO04.2 H>O (Tungstate de sodium) 17,9

Ti2(SO4)3(Sulfate de titanium) 40

Co (NO3)2.6 H20 (Nitrate de cobalt) 44

11.2.4. Extraction des EPS

Les polysaccharides extracellulaires (EPS, également appelés polysaccharides
libérés), qui sont sécrétés dans la matrice extracellulaire ou vaguement associés a la surface
cellulaire et forment fréquemment une couche de boue (biofilm), ont ét¢ au centre de notre
é¢tude plutdt que des polysaccharides capsulaires (CPS), qui sont étroitement et
covalentement liés a la surface cellulaire et créent une capsule autour de la cellule. Les
polysaccharides extracellulaires libérés des cellules d’A. platensis dans le milieu de culture
ont été récupérés selon la méthode décrite par Parikh et Madamwar. Brievement, apres 30
jours de culture, une aliquote du milieu de culture a été centrifugée (6000 xg, 20 min) et le
surnageant résultant a été filtré a travers un papier filtre Whatman No?. L’EPS dans le
surnageant filtré a été précipité avec 3 volumes d’éthanol refroidi a la glace a 95 % (v/v)
pendant 12 h a 4°C. L’EPS précipité a été récupéré par centrifugation (10000 xg,15 min) et
le surnageant a été éliminé et sécher a I’air libre [8].
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Pour la caractérisation, le précipité a été associ¢ dans de I’eau Milli Q ultrapure suivie
d’une dialyse utilisant une membrane de 14 kDa (pour le dessalage) et la lyophilisation.

L’EPS brut ainsi obtenu a été stocké dans le réfrigérateur pour une utilisation future[2].

Centrifugation
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I1.2.5. Caractéristiques structurales

La caractérisation a été réalisé eu niveau de centre de recherche (CRAPC-Laghouat).

I1.2.5.1. Structure morphologique et analyse élémentaire (MEB)

La surface d’échantillons d’EPS a été caractérisées par une Microscopie Electronique
a Balayage (MEB); c’est une technique microscopique qui nous permet d’étudier la

microstructure et la porosité d’EPS.
I1.2.5.2. Analyse par diffraction des rayons X (DRX)

La technique de diffraction des rayons X (DRX ou XRD) est une méthode d'analyse
qui utilise la diffraction des rayons X par la matiére cristalline pour obtenir des informations

sur la structure cristalline et la composition chimique des matériaux.
I1.2.5.3. Etudes par spectroscopie infrarouge (IR)

La spectroscopie est une méthode essentielle pour identifier les groupes fonctionnels
présents sur la surface de 1'adsorbant. Ces groupes fonctionnels peuvent jouer un rdle clé

dans la formation des liaisons entre 1'adsorbant et 1'adsorbat.
11.2.6. Induction de la résistance au stress chez le blé

I1.2.6.1. Composition de la solution Hoagland

Les semis ont été irrigués dans un milieu nutritif & demi-force Hoagland et Arnon
(1950) contenant des micronutriments (mg. L) et des macronutriments (g. L'). La

composition du milieu nutritif a pleine concentration est indiquée ci-dessous

Tableau I1.4 : Composition de la macronutriments (g.L").

Macronutriments Concentration (g. L)
Nitrate de calcium (Ca (NO3)2) 0,271
Nitrate de potassium (KNO3) 0,126
Sulfate de magnésium (MgSO4.7H,0) 0,123
Dihydrogénophosphate de potassium (KH2PO4) | 0,034

41



Chapitre I1 : Matériel et Méthodes

Tableau I1.5 : Composition de la micronutriments (mg. L),

Micronutriments Concentration (mg. L)
Acide borique (H3BO3) 1,430

Chlorure de manganese (MnCl> 4H>O) 0,910

Sulfate de zinc (ZnSO4.7H,0) 0,110

Sulfate de cuivre (CuSO4.5H-0) 0,045

Molybdate de sodium (NaxMoOs) 0,045

Chloride de fer (FeCls) 9,680

Ethyléne diamine tétra acétique (EDTA) 30,000

I1.2.6.2. Sélection de la dose et conception du traitement

Apres 40 jours de germination, Les semis matures avec des feuilles secondaires ont
été déracinés et transférés dans des bouteilles de 125 ml (des semis de taille uniforme ont
été soigneusement choisis) avec des éponges circulaires ont été utilisées pour les fixer sur
l'ouverture et remplis par la solution Hoagland+ eau distillée (30ml Hoagland et 40ml
d’eau distiller) pendant 7 jours pour I’acclimatation en culture hydroponique. Elles ont été
cultivées avec une source de lumicre artificielle et la température ambiante moyenne

pendant I’expérience était de 22 +3 °C.

Figure 11.3 : Les plants de blé sont immergés dans une solution hydroponique.
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Apres 7 jours, les plants ont été traité avec CdClz et K2Cr2O7 respectivement. Apres
une série d’expériences de dépistage exposées a une seule concentration sont :
C(cdcl) =100uM/L; C(K2Cr,07) =100uM/L; C(EPS)=250mg/L
Nous avons 8 stress différents, chaque stress contient 10 répétitions, tel est :
-CK : Contient > Hoagland+ Y2 eau distiller.
-EPS : On dissout 250mg d’EPS dans 1L d’eau distiller.
-Cd : On dissout 18.3mg de CdCl» dans 1L d’eau distiller.
-Cr : On dissout 29.4mg de K>Cr20O7 dans 1L d’eau distiller.

Pour la combinaison on met les mémes masses dans le méme volume (EPS+Cd ;

EPS+Cr ; Cd+Cr ; EPS+Cd+Cr).

Aprés 5 jours de traitement, les semis ont été récoltés et analysés pour divers

parameétres : physiques, physiologiques et biochimiques.
I1.2.7. Analyse morphologique

Le 7éme jours de traitement, les paramétres de croissance ont été enregistrés. Le
poids frais des pousses et des racines (FW) a été déterminé a I’aide d’un bilan analytique,
tandis que la longueur des pousses et des racines a été déterminée a 1’aide d’une échelle

centimétrique.

Le poids frais de pousse et racine (g) : Les feuilles et les racines des plantes ont été
pesées séparément pour calculer le poids frais. Les racines ont été arrachées du sable et
lavées, puis épongées sur du papier de soie et pesées immédiatement sur la balance. Pour les

pousses, Ils étaient pesés directement sur la balance.

Longueur de racine et des pousses (cm) a été mesurée avec une échelle a partir de

’origine de la racine pivotante et de la pointe des feuilles.

43



Chapitre II : Matériel et Méthodes

Figure I1.4 : Photos de semis de blé apres 7 jours le traitement.
I1.2.8. Analyse physiologique

Les expériences ont été répétées trois fois pour les analyses statistiques.

11.2.8.1. Pigments photosynthétiques

Figure I1. 5: Tubes d’essai contient mélange de feuille+acétone.

Les pigments de chlorophylle ont ét¢ déterminés selon la méthode déja rapport[55].
Des feuilles fraiches de blé ayant un poids de 0,1 g ont été mises dans 5 ml d’acétone (80%
dans de I’eau distillée) et conservées dans un tube a essai pendant 24 h a I’obscurité. L’extrait
a été séparé et les absorbances ont été lues a 400 — 700 nm sur le spectrophotometre UV.
L’absorbance maximale de la chlorophylle a est de 662 nm, celle de la chlorophylle b de 646

nm et celle du caroténoide total de 470 nm.
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I1.2.9. Analyse biochimique

11.2.9.1. Indices de dommages oxydatifs

Les feuilles fraiches (100 mg) ont été broyées en homogénéité dans un mortier et un
pilon réfrigéré avec 1ml d’acide trichloroacétique (TCA) a 0.1 % froid et glacé et
centrifugées a 8000 xg (4° C) pendant 10 min. Pour déterminer la MDA et I'H202, nous

avons employ¢ le surnageant obtenue[56].
11.2.9.1.1. Analyse du malondialdéhyde (MDA)

Le surnageant (500 pL) a été mélangé avec 1 ml de solution aqueuse TBA a 0,67 %
et incubé pendant 30 minutes dans un bain d’eau chaude a 90 °C. Apres I’incubation, il a été
refroidi immédiatement dans un bain de glace et centrifugé a 10 000 xg (4 °C) pendant 10
min. L’absorbance du surnageant obtenu a été mesurée a 440, 532 et 600 nm a ’aide d’un

spectrometre UV.
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Figure 11.6 : Tubes d’essai contient mélange surnageant+ TBA.

La concentration de substances réactives a I’acide thiobarbiturique (TBARS) a été

exprimée en nmol d’équivalents MDA par gramme de feuilles FW comme suit :
MDA (nmol g ') = [Abss32 — Abseoo — 0,05714 (Absaso — Abseo)] / (0,157FW).[56]
11.2.9.1.2. Hydrogéne peroxyde (H202)

Le 0,5 ml de surnageant a ét¢ mélangé avec 0,5 ml de tampon de phosphate de
potassium 10 mM (pH 7,0) et 1 ml d’iodure de potassium 1 M (KI), puis incubé dans
I’obscurité pendant 1 h a température ambiante. L’absorbance du surnageant a été mesurée

a 390 nm a I’aide d’un spectrometre UV.

La teneur en H>O a été calculée comme la formule suivante préparée sur une courbe
standard :
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H,0: (mol. g™! FW) = (Absseo+ 0,004) / (3,727 x V x FWv)

Ou : V représente le volume d’extrait de feuille (ml), et FWv indique le poids frais

de I’échantillon de feuille par unité de volume d’extrait (g. ml™!) [56].

Figure 11.7 : Tubes d’essai contient mélange surnageant +tampon +KI.
11.2.9.2. Enzymes Antioxydants

Un échantillon de feuilles fraichement récoltées (200 mg) a été homogénéisé dans un
bain de glace avec 1 ml de tampon phosphate de 50 mM (pH 7,0) contenant 0,1 mM d’acide
éthylénediaminetétraacétique (EDTA) et 2 % de polyvinylpyrrolidone (PVP). Apres
centrifugation a 12000 xg (4° C) pendant 20 min, le surnageant a été utilisé pour estimer les

activités enzymatiques ultérieures [57].

11.2.9.2.1. Catalase (CE 1.11.1.6)

WtgadseiE ||

Figure I1.8 : Tubes d’essai contient mélange surnageant +tampon+H>0>.

L’extrait enzymatique de 100 ul a été mélangé avec 300 ul de H.O2 (15 mM), et
2600 pl de tampon de phosphate de potassium (50 mM). L’absorbance de la solution obtenue

a été mesurée a 240 nm[57].
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11.2.9.2. 2. Ascorbate peroxydase (CE 1.11.1.11)
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Figure I1.9 : Tubes d’essai contient mélange surnageant +tampon+ acide ascorbique.

L’extrait enzymatique de 100 ul a été ajouté avec un mélange réactionnel contenant
2300ul de tampon de phosphate de potassium de 50 mM ,300 ul d’acide ascorbique de 0.5
mM et 300 pl d’H202 (1 mM) a été ajouté en dernier pour initier la réaction. La diminution

de I’absorbance a été mesurée a 290 nm pendant 3 min[57].

11.2.9.2.3. Guaiacol peroxidase (CE 1.11.1.7)

Figure I1.10 : Tubes d’essai contient mélange surnageant +tampon+ pyrogallol.

Le mélange d’essai consistait en 1900 pl de tampon de phosphate de potassium (50
mM), 500 ul de solution pyrogallol(0.1mM) et 500 pl de H202(12.3mM) avecl100 pl
d’aliquote enzymatique. Le mélange est incubé a 25 °C pendant 5 min. Ensuite, on ajoute 1

ml de H2SO4(2,5 N) avec secouant doucement, 1’absorbance a été enregistrée a 420 nm[57].
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11.2.9.2.4. Glutathion-S-transférase (CE 2.5.1.18)

Le mélange réactionnel contient 300 ul de CDNB (1 mM), 300 pl de GSH (1 mM),
2300 pl de tampon de phosphate de potassium (0,1 M) et 100 pl d'extrait enzymatique.
Lorsqu'on ajoute l'extrait enzymatique, la réaction est initiée. L'augmentation de
'absorbance du mélange réactionnel a été étudiée a 340 nm par spectrophotometre UV-VIS

pendant une minute a 25 °C[57].
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Figure I1.11 : Tubes d’essai contient mélange surnageant +~tampon +CDNB +GSH.

11.2.9.3. Estimation des métabolites secondaires

Les feuilles fraiches (0,1 g) ont ét¢é homogénéisées dans Sml méthanol (80 %) et
moulu a I’aide de mortier et de pilon. L’extrait obtenu a été conservé dans un tube a essai
pendant la nuit suivi d’une centrifugation a 6000 xg(4°C) pendant 10 min. Le surnageant

obtenu a été utilisé pour la détermination des phénols et des flavonoides totaux[55].
11.2.9.3.1. Contenu phénolique total (TPC)

Le mélange d'essai était composé de 0,1 ml d'extrait enzymatique, 2,8 ml d'eau
distillée et 0,1 ml de réactif Folin-Ciocalteau a 10%. Apres l'ajout de 2 ml de carbonate de
sodium a 2%, le mélange a été incubé pendant 1 heure a température ambiante et a

'obscurité. L'absorbance du mélange a été mesurée a 765 nm[55].
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Figure I1.12 : Tubes d’essai contient mélange surnageant + Folin-Ciocalteau + carbonate

de sodium.
11.2.9.3.2. Flavonoide

On trouve 0.2ml d'extrait méthanoique avec 2ml de solution AICl3 (2%), le mélange
a ¢été incubé pendant 15min a température ambiante et a l'obscurité. L'absorbance a été

mesuréee a 420 nm[55].
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Figure 11.13 : Tubes d’essai contient mélange surnageant + AICl;.

11.2.9.4. Détermination de la teneur en métabolites antioxydants

Pour I’estimation de la teneur en proline et en GSH, 100 mg de feuilles fraiches ont
été homogénéisées dans 3ml d’acide sulfosalicylique (3%). L’échantillon a été broyé avec
un mortier et un pilon et le résultat a été stocké dans un tube a essai pendant la nuit et

centrifugé a 10 000 xg (4 °C) pendant 10 min[31].
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11.2.9.4.1. Glutathione

On trouve 100pul d’extrais acidique avec 1.8ml de tampon phosphate (50 mM) et 100
ul de DTNB, le mélange a été incubé pendant Smin a 'obscurité. L'absorbance a été mesurée

4412 nm[31].
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Figure 11.14 : Tubes d’essai contient mélange extrait +tampon + DTNB.

11.2.9.4.2. Proline

Un mélange de 1 ml de surnageant, 1 ml d’acide ninhydrine et 1 ml d’acide acétique
glaciaire a été préparé. La réaction a été amorcée en chauffant le mélange a 100 °C pendant
une heure au bain-marie. La réaction a ensuite été terminée en incubant le mélange a basse
température pendant 10 minutes. Pour séparer la proline libre, 2 ml de Toluéne ont été ajoutés

au tube, le conservant dans la phase organique. La phase organique supérieure a ensuite été

séparée et mesurée a 520 nm[31].

Figure I11.15 : Tubes d’essai contient mélange extrait + d’acide ninhydrine + d’acide

acétique glaciaire+ Toluene.
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I1.2.10. Analyse statistique

Toutes les expériences ont été réalisées en triple et les données ont été présentées
sous forme de valeurs moyennes. Une analyse de variance unidirectionnelle (ANOVA) avec
le test post-hoc (Duncan) a été utilisée pour analyser les différences significatives entre les
groupes témoins et les groupes de traitement a I'aide du logiciel SPSS 22.0. Les différences

ont été considérées comme statistiquement significatives (*) et trés significatives (**).
I1.2.11. Etude de la capacité d’adsorption des EPS

11.2.11.1. Adsorbats et Adsorbant

L’adsorbats étudiés est le dichromate de potassium, également connu sous le nom de
bichromate de potassium, est un solide ionique orange de formule K>Cr2O7. 1l se présente
sous forme de cristaux orange a rouges et est un puissant agent oxydant. Il est couramment
utilisé dans les réactions d'oxydo-réduction en laboratoire et dans l'industrie. Ca structure

chimique et ses caractéristiques sont représentée sur la Figure (I1.14) et dans le Tableau (I1.6)
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respectivement [58]:

Figure 11.16 : Structure du dichromate de potassium K>Cr207[59].

Tableau 11.6 : Principales propriétés du dichromate de potassium.[58]

Nom UICPA Dichromate de potassium

Formule K2Cr207

Solubilité 4,3 % (eau, 0 °C), 11,7 % (eau, 20 °C)

Masse molaire 294,1846 + 0,0035 g/mol (Cr 35,35%, K
26,58%, O 38,07%)

Etat Physique Solide
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L’adsorbant utilisé est les exopolysaccharides extraies a partir de la spiruline.

(Mentionné précédemment au début de cette chapitre).

I1.2.11. 2. Dosage de polluant

Les solutions destinées aux essais sont préparées a partir d'une solution mére obtenue
par dissolution de 29.4 mg de K>Cr,07 dans un litre d'eau distillée. En diluant les proportions
déterminées de cette solution mere dans un volume d'eau donné, on obtient des solutions a

différentes concentrations allant de 25 a 100uM/L.

La méthode d'analyse choisie pour le dosage de ces substances est la
spectrophotométrie UV-Visible. Cette méthode est particulierement adaptée pour ce type de
substances car elle est simple, rapide et permet de traiter un grand nombre d'échantillons. La
spectrophotométrie UV-Visible est une méthode spectroscopique qui utilise l'interaction
entre le rayonnement et la matiére. Grace a la loi de Beer-Lambert, il est possible de
déterminer la concentration d'un constituant en fonction de la relation entre l'intensité du
rayonnement absorbé et la longueur d'onde.

I
DO = log (m) =el.C (I1.1)

DO : Densité Optique.

I'et IO : intensité du faisceau de lumiere monochromatique de longueur d’onde A a

I’entrée et a la sortie de la cellule de référence.
C : concentration de de la solution a doser (mol/L).
1 : épaisseur de la cuve (cm) ; généralement €gale 1cm.
&: coefficient d’extinction molaire (I/mg cm ou 1/mole cm).

Les mesures d’absorbance ont été effectuées a I’aide d’un spectrometre UV—Visible
type SHIMAZDU « UV mini-1240 » a un seul faisceau. C’est un appareil qui permet de
mesurer directement la densité optique a la longueur d’onde A = 357.8nm pour le

K2Cr07[41].
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11.2.11.3. Etude de I’adsorption en batch

I1.2.11.3.1. Cinétique d’adsorption

L'étude de la cinétique d'adsorption d'un adsorbat sur un adsorbant permet d'examiner
I'impact du temps de contact sur la rétention du colorant a la surface de l'adsorbant. Pour
déterminer ce temps d'équilibre, nous avons mesuré la quantit¢ de colorant adsorbée a
différents intervalles de temps, ce qui nous a permis de trouver le temps optimal pour les
systémes de traitement des eaux polluées, considéré comme un facteur économique

important[60].

Cette étude a été menée de maniére a déterminer les quantités retenues de 1’adsorbat
choisi (dichromate de potassium) depuis sa mise en contact jusqu’a 1’obtention de I’équilibre
adsorbant-adsorbat. Les concentrations en micropolluant ainsi que les masses de 1’adsorbant
utilisées sont toutes identiques. Toutes les expériences ont été réalisées dans des béchers avec
agitation. Une masse (12.5mg) d’EPS a été utilisée dans une solution aqueuse de dichromate
de potassium de concentration différente CO. Apres agitation, les échantillons ont été filtrés
par un papier filtre et entonnoir puis analysés par spectrophotometre UV-Visible a

température ambiante.
La quantité adsorbée de colorant a I’équilibre ; Qe (mg/g) a été calculé par I'équation :

(CO—Ce)V
e=—"

— (I11.2)

CO et Ce : sont les concentrations initiales et en équilibre de colorants (mg/L).

V : le volume de solution (L)

ms : le poids sec des adsorbants ajoutés (g).

11.2.11.3.2. Isotherme d’adsorption

Afin d’évaluer les performances de notre biosorbant EPS, nous avons établi les
isothermes d’adsorption de KoCr207 sur notre EPS. La réalisation de cette expérience a été
faite en batch, nous agitons avec une vitesse de 500tpm, dans un volume de 50ml de solution
de K>Cr20O7 et une masse de 12.5mg d’EPS a des concentrations initiales allant de 25 a

250uM/L, au pH de la solution égale 6.5 et a températures ambiant.
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11.2.11.4. Modélisation des isothermes d’adsorption

La modélisation des isothermes d’adsorption a été effectuées en appliquant deux
modeles (Freundlich, Langmuir) présentent dans le chapitre bibliographie. Les résultats ont
¢été obtenus grace a I’emploi du logiciel EXEL en appliquant les équations analytiques des

itérations pour trouver les parametres de chaque modele.
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Chapitre 111 : Résultats et Discussion
II1.1. Résultats

I11.1.1. Effet unique et combiné du Cd et/ou du Cr sur la croissance du blé et le

role d’EPS
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Figure IIL.1. Poids frais des pousses (A), hauteur des pousses (B), poids frais des racines (C), et

longueur des racines (D) des plants de blé aprés exposition au EPS et au stress Cd et/ou Cr.

Les effets du Cd et/ou du Cr sur la biomasse et la longueur des pousses et des racines
de blé sont présentés dans la figure (III.1). Le cadmium et le chromium ont tous deux
supprimé la croissance du blé. Par exemple, la biomasse des pousses dans les groupes traités
au Cd et au Cr a diminué de maniere significative de 41 % et 44 %, respectivement, par
rapport au groupe témoin, tandis que la biomasse des pousses dans le groupe combiné a
diminué de 48 % par rapport au groupe témoin, soit une diminution que celui du groupe
traité par Cr (Fig. III.1A). Nos résultats actuels ont montré que Cr était plus toxique que Cd.
Une tendance similaire de la longueur des pousses, la longueur et la biomasse des racines a
¢galement été observée (Fig. I11.1). La phytotoxicité induite par Cd et/ou Cr a été réduites

par l'application d’EPS (Fig. III.1). Par exemple, I'application d’EPS sur des semis stressés
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par Cd, Cr et Cd+Cr a permis d'améliorer la biomasse des racines de 66, 74 et 90 %,
respectivement, par rapport aux plantes stressées uniquement par Cd, Cr et Cd+Cr (Fig.
II1.1C). Ces augmentations induites par I’EPS étaient toutes statistiquement significatives (P
> (,05). Une tendance similaire pour la longueur des racines et la biomasse des pousses et

des racines a également été observée (Fig. I11.1).

I11.1.2. Effet unique et combiné de Cd et/ou de Cr sur la teneur en pigments

photosynthétiques et le role d’EPS
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Figure I11.2. Teneur en chlorophylle a (A), teneur en chlorophylle b (B) et teneur en caroténoides (C)

des plants de blé aprés exposition au EPS et au stress Cd et/ou Cr.

L'application de Cd et de Cr seuls ou en combinaison a réduit de maniére significative
la teneur en Chl a de 30, 37 et 53 %, respectivement, par rapport au controle (Fig. II1.2).
Lorsque les semis du blé ont été exposés a des co-traitements de stress Cd et Cr, 1'effet
destructeur sur la teneur en (Chl a) a augmenté, indiquant que 1'effet combiné des polluants
sur la chlorophylle a était synergique (Fig. III.2A). Une tendance similaire de la teneur en

Chl b a également été observée (Fig. I11.2B). En revanche, l'application d’EPS avec Cd et Cr
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a augmenté la teneur en Chl @ de maniére statistiquement significative (P > 0,05) par rapport
aux traitements solitaires avec Cd et Cr (Fig. II1.2). De maniére intéressent, 1'application
d’EPS a atténué les effets négatifs du stress combiné Cd et Cr en augmentant de maniére
significative (86 %) la teneur en Chl a des semis par rapport aux semis traités au Cd+Cr (Fig.
II1.2A). Une tendance similaire pour la teneur en Chl b et en caroténoides a également été

observée (Fig. II1.2B & C).
I11.1.3. Effet unique et combiné de Cd et/ou de Cr sur le biomarqueur du stress
oxydatif et le role d’EPS

Chez le blé, le cadmium et/ou le chromium ont induit I'accumulation de H>O> dans
les feuilles (Fig. III.3A). Le niveau de H2O» était significativement augmenté de 114, 126 et
160% sous Cd, Cr et Cd+Cr, respectivement, par rapport au controle (Fig. II1.3A). Une
augmentation plus importante de la teneur en H>O; a été observée sous le traitement au
Cd+Cr. Les applications d’EPS sur des semis stressés par Cd, Cr et Cd+Cr a montré une
diminution significative de H>O» par rapport a leurs traitements respectifs sans EPS. La
teneur en H2O2 a diminué de 71, 65 et 48 % apres Cd+EPS, Cr+EPS et Cd+Cr+EPS,
respectivement (Fig. II1.3A).
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Figure I11.3. Contenu en biomarqueurs du stress oxydatif du blé¢ aprés exposition au stress EPS et Cd
et/ou Cr. A et B représentent respectivement les niveaux de peroxyde d’hydrogéne (H202) et de

malondialdéhyde (MDA).

Le Cd et/ou le Cr ont induit des augmentations de 171 et 148 % des taux de MDA
par rapport au controle (Fig. II1.3B), ce qui indiquait une peroxydation lipidique apres le
traitement au Cd et/ou Cr. Cependant, l'effet des combinaisons était supérieur (187%) que la

somme des effets des groupes traités séparément, ce qui indique que l'effet combiné du Cr

et/ou du Cr sur la peroxydation lipidique était antagoniste (Fig. I11.3B). Nos résultats ont
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montré que la teneur en MDA n'était pas significativement différente entre les plants témoins
et les plants traités en l'absence de stress (Fig. II1.3B). Cependant, l'application exogéne
d’EPS a atténué les effets néfastes du stress unique et conjoint du Cd et/ou du Cr en abaissant
la peroxydation lipidique dans les feuilles des semis, mais elle n'a pas atteint un niveau

significatif (Fig. II1.3B).
I11.1.4. Effet unique et combiné du Cd et/ou du Cr sur les activités enzymatiques
antioxydantes et détoxifiante avec le réle d’EPS

Les activités enzymatiques antioxydantes dans les feuilles de blé ont montré des
changements significatifs sous des stress de Cd et/ou de Cr. L’activit¢ de CAT était
significativement augmentée par Cd et/ou Cr par rapport au contrdle. CAT a augmenté de
126,178 et 173 % apres Cd, Cr et Cd+Cr, respectivement, par rapport au controle (Fig. 111.4).
L'application exogene de combinaison EPS avec Cd a encore diminué la CAT par rapport a
leurs traitements respectifs au Cd seul, mais lorsque les semis ont été traités avec
EPS+Cd+Cer, l'activité CAT a augmenté de manicre significative de 78% par rapport au Cr
en combinaison avec des traitements au Cd (Fig. II.4A). De méme, l'activité APX a été
augmentée de 56, 36 et 26 % par rapport au controle suivant Cd, Cr et Cd+Cr, respectivement
(Fig. I1.4B). La supplémentation en EPS avec Cr et Cd+Cr a encore augmenté I'APX de 82
et 93% par rapport a leurs traitements respectifs Cr et Cd+Cr (Fig. [11.4B). Dans I’ensemble,
cette étude suggere que Cd et/ou Cr et leur combinaison pourraient entrainer des altérations

significatives de la réponse des enzymes antioxydantes.

D’autre parte, les enzymes de détoxification telles que POD et GST ont été
augmentées par Cd et/ou Cr par rapport au contrdle (Fig. [11.4C & D). L'activité de la GST
a été augmentée de 62 et 46 % aprées Cr et Cd+Cr, respectivement, tandis que les
augmentations de le POD étaient de 21 et 30% apres Cd et Cr respectives par rapport au
controle (Fig. II1.4C & D). Lorsque I’EPS était appliquée avec des polluants, il n'y avait pas
de différence significative dans l'activité de la GST par rapport a leurs traitements respectifs
sans EPS sauf I’application EPS+Cd+Cr a augmenté de 126% par rapport au traitement
Cd+Cr (Fig. II1.4D). La méme chose pour l'application EPS+Cd+Cr a augmenté l'activité
POD de 126 % par rapport au traitement Cd+Cr uniquement (Fig. I11.4C).
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Figure IIL.4. Activités enzymatiques antioxydantes et détoxifiante des plants de blé aprés exposition

au stress EPS et Cd et/ou Cr. A-D représentent respectivement les activités CAT, APX, POD et GST.
I11.1.5. Effet unique et combiné du Cd et/ou du Cr sur la teneur en antioxydants
non enzymatiques et les métabolites secondaires avec le réle d’EPS

La teneur en GSH a ét¢ augmentée de 51 % et 129 % sous Cr et Cd+Cer,
respectivement, mais a ét¢ diminuée de 41 % par Cd seul par rapport au contrdle (Fig.
III.5C). L'application d’EPS sur des semis stressés par Cd+Cr a diminué de maniere
significative la teneur en GSH de 72 % par rapport au traitement par Cd+Cr seul (Fig.
IT1.5B). Le traitement séparé¢ par Cd et/ou Cr a induit une augmentation significative de la
teneur en proline de 72 et 116 %, respectivement, par rapport au contrdle (Fig. II1.5D). L'effet
des combinaisons était supérieur (197 %) a la somme des effets des groupes traités
séparément, ce qui indique que l'effet combiné du Cd et/ou du Cr sur la teneur en proline
¢était synergique (Fig. II1.5D). En revanche, par rapport au stress de Cd et a 1'exposition au

Cr seuls ou en combinaison, l'application d’EPS a réduit de maniére significative la teneur
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en proline de 77 et 59 % par rapport au traitement par Cr et Cd+Cr respectivement (Fig.
11.5D).

La teneur en flavonoides a augmenté de 115, 131 et 156 % apres les traitements Cd,
Cr et Cd+Cr, respectivement, par rapport au controle (Fig. II1.5B). La teneur en flavonoides
la plus élevée a été enregistrée sous traitement combiné (Fig. I11.5B). L'application d’EPS
sur des semis stressés par Cr et Cd+Cr a encore diminué de maniére significative la teneur
en flavonoides de 87 et 72 % apres les traitements EPS+Cr et EPS+Cd+Cr, respectivement
(Fig. III.5A). La teneur totale en phénols a augmenté de 126, 86 et 340 % sous Cd, Cr et
Cd+Cr, respectivement, par rapport au controle (Fig. III.5A). En revanche, l'application
d’EPS avec Cd et Cr a pu augmenter la teneur en TPC de maniere significative de 117 et 128
%, respectivement, par rapport aux traitements Cd et Cr, mais EPS+Cd+Cr a diminu¢ sa

teneur de 46 % par rapport au Cd+Cr traitement seul (Fig. II1.5A).
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Figure I11.5. Contenu antioxydant non enzymatique et métabolites secondaires des plants de blé apres
exposition au stress d’EPS et Cd et/ou Cr. A-D représentent respectivement (TPC), flavonoides, glutathion

réduit (GSH) et proline (Pro).
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IIL.2. Caractéristiques structurales d’adsorbant (EPS)

I11.2.1. Analyse par microscope électronique a balayage

Le microscope électronique a balayage donne des informations morphologiques
indispensables de la surface. Dés lors, un examen par microscopie ¢électronique constitue
fréquemment la premiére étape de I’étude de la surface d’un solide. La figure (II1.6.A)
représente image au microscope ¢électronique a balayage (MEB) de I’EPS brute avec un
grossissement de 50 pm. La figure (II1.6.B) représente I’EPS brute avec un grossissement de
20 pm, elle montre la structure fibreuse d’EPS, tel que on voir la présence de grands pores
de taille différente irréguliére, rugueuse et hétérogene. Les cordons des fibres, quelque soient
leurs localisations sont constitués de plus d’une centaine des fibres allongées a parois

épaisses et lignifiées, a large lumen, avec des formes droites et irrégulicres.

O HFW  mag & HV spot det WD f

s HFW mag M } t det W
XPS 138 pm 1500 x 5.00 kV 6.0 ETD 5.9 mm 1.95¢-3 Pa X5 41.4 pm 5000 x 4.00 kV 6.0 ETD 6.0 mm 2.

(A) (B)

Figure I11.6 : L’EPS observé par microscope électronique a balayage, (1) L’EPS avec un
grossissement de 50 um, (B) L’EPS avec un grossissement de 20 um.

I11.2.2. Analyse par spectroscopie Infra-Rouge

L'analyse FTIR a été réalisée dans cette étude pour fournir des informations sur la
structure moléculaire d’adsorbant utilisé. Les résultats d’enregistrement du spectre
infrarouge appliqué a 1’échantillon d’EPS brute est donné dans Tableau (II1.1), (Fig. I11.7).

De cette figure, on détermine la transmittance en % en fonction de la fréquence (cm™).
g q
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Pour I’EPS, les bandes les plus intense sont reportés dans la large bande d’adsorption
vers 3394 cm™! qui représente les vibrations d’étirement de groupement O-H ou N-H. Le
groupement O-H : On trouve sur le spectre une seule bande qui se situent dans 1’intervalle
(1350 — 1450) cm™ ; elles sont dues aux liaisons d’acide carboxylique avec une seul bande

supplémentaire entre 850 et 950 est présenté vers 864 cm™,

Tableau II1.1 : Groupements fonctionnels de I’IR appliquée sur [’EPS.

La fréquence cm™ | Groupements fonctionnels EPS
[600 ;700] =C-H, Halogénure Existe
[1000 ;1080] C-OH (alcool primaire), C-N(ester), C-O Existe
(étherphynolique)
[1040 ;1175] C=0O(anhydride) Existe
1450,52 O-H (acide carboxylique) Existe
[2240 ;2646] C=N, C=C, -COOH Existe
[3000 ;3400] N-H (amide, amine), O-H (alcool) Existe
2]
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Figure I11.7 : Spectre infrarouge d’EPS.
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I11.2.3. Analyse par Diffraction de Rayons X

I11.2.3.1. Composition chimique élémentaire d’EPS par EDAX, APEX

On a tenté d’avoir une idée sur les éléments constituants I’EPS. Pour cette raison,
nous avons effectué des analyses par EDAX, APEX sur ce matériau. D’aprés la figure (I11.8),
on a trouvé que I’EPS est constituée de carbone, oxygene, calcium, barium et des traces de

S, Na, CL, AL, K.... et autres substances minérales avec des trés petites pourcentages.

L’analyse par rayons X a dispersion d’énergie, également appelée EDS ou EDAX,
est une technique de rayons X utilisée pour identifier la composition élémentaire des
matériaux. Les applications comprennent la recherche de matériaux et de produits, le
dépannage, la déformation et plus encore.

MISSOUM START UP | New Sample | EPS1 | Full Area 1

7.65K
6.80K @

5.95K
5.10K
4.25K:
3.40K:

2.55K:

0.00K:= - - - -
0.00 0.67 134 201 2.68 335 4.02 4.69 5.36 6.03

kV:10  Mag:5000  Takeoff: 18.81  Live Time:50  Amp Time(us):0.96  Resolution:(eV) : 129.6
Det : Octane Elect Plus

Figure 111.8: Composition élémentaire d’EPS par EDAX, APEX.

I11.2.3.2. Composition chimique ¢lémentaire d’EPS par DRX

La figure (II1.9) représente le diagramme DRX d’EPS, I’identification de la structure
cristalline de support par DRX apparue sous forme des pics qui sont plus étroits et plus
intenses dans I’intervalle 26 = [30° ;47°] qui peuvent étre correspond a la présence de

cellulose.
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Figure 1119 : Diagramme de diffraction des rayons X d’EPS.
I11.3. Résultats d’adsorption

I11.3.1. La courbe d'étalonnage du K2Cr207

Les densités optiques des solutions de dichromate de potassium précédemment
préparées sont mesurées a 357.8nm. Le tableau (II1.2) illustre les résultats de cette mesure

qui permet de tracer la courbe d'étalonnage montrée dans la figure (II1.10).

Tableau I11.2 : Résultats de [’analyse spectrophotométrique des solutions de dichromate

de potassium.
C(mg/1) 7,35 14,7 22 29,4
DO 0,29 0,426 0,634 0,788
oy
0.§( y =0.2065x
R? = 0.9932 .
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
o+

0 1 2 3 4 C(mg/Ip
Figure I11.10 : La courbe d'étalonnage de dichromate de potassium.
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I11.3.2. Le temps de contact

Dans le but de déterminer le temps de contact nécessaire a 1’établissement de
I’équilibre d’adsorption, nous mesurons la quantité de soluté absorbé sur I’EPS au cours du
temps. Le temps de contact correspondant a 1’équilibre de 1’adsorption servira a la

planification temporaire des expériences d’adsorption sur 1’adsorbant.

O e e e L e e e o o e e e o e o e . B e e e e e e
0 20 40 60 80 100 120 140 160

t(min)

Figure I11.11 : Cinétique de [’adsorption de dichromate de potassium (pH=6.5, V=500
tpm et Tums).

La figure (III.11) représente la variation de la quantité adsorbée de KoCr2O7 sur I’EPS
en fonction du temps. Les résultats montrent que la cinétique d’adsorption de K2Cr2O7 est
subdivisée en deux phases : la premiére est tres rapide qui s’étend de [0_3] min. La seconde
phase est lente, elle exprime I’équilibre de la réaction, d’ou ce dernier est atteint au bout de

60 min avec qe =6.40mg.
I11.3.3. La cinétique d'adsorption

Deux équations cinétiques simplifiées sont largement utilisées comme modéele de

connaissance du processus ou de phénomene d'adsorption de systéme.

Les parameétres des deux équations pour le dichromate de potassium a été déterminé
et présenté¢ dans le tableau (II1.3), ces résultats nous ont permis de calculer la quantité
adsorbée théorique. La figure (II1.12) met en évidence les résultats de 1’application des deux

modeles cinétiques a notre systéme. Il montre que 1’adsorption de dichromate de potassium
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soit bien représentée par le modéle cinétique de pseudo second ordre, de plus, les valeurs

obtenues des coefficients de corrélations et R? sont significatives (R? est proche de ’unité).

Le modele de pseudo-second ordre indique que I’adsorption impliquant des forces de
valence par échange ou partage d’¢lectrons contrdle le taux d’adsorption et que I’adsorption
est rapide et intense dans les premiers temps de la réaction de fixation des molécules de

K>Cr207 sur la surface d’EPS, ce qui confirme 1’étude précédente du temps d’équilibre.

Tableau I11.3 : Paramétres cinétiques d’adsorption de K>Cr207 sur les EPS.

1¢" ordre 2¢me ordre
K1 (min’) 0,036 K2 (min) 0,41
geex (MQ/Q) 6,40 geex (Mg/Q) 6,40
gete (MY/Q) 1,11 gethe (MQ/Q) 6,48
R? 0,86 R? 0,99
10

' Y a b . e t/qt

0.5 8

0 "0._0 6 d
B, 0 50 100 5 .
3 4
E 1 .." L

15 ¢ .o S

) : 0 d‘.
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Figure I11.12 : Application des modeéles cinétiques pour la biosorption de dichromate de
potassium sur les exopolysaccharides ((a) pseudo-premier ordre, (b) pseudo-second

ordre).
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I11.3.4. Modélisation d adsorption

D’apres le tableau I11.4, les valeurs des constantes de modéele de Langmuir et
Freundlich, indiquent que ces modéles représentent bien le processus d’adsorption de
dichromate de potassium, avec de coefficients de corrélation proche de 1’unité (0,99). La
valeur de facteur de séparation (RL) de modele de Langmuir appartiennent au domaine de
validité (entre 0 et 1) ou I’adsorption est favorable. Le facteur d’hétérogénéité n est inférieur
a 1 a la température ambiante, indique que les sites sont homogenes et qu’il n’y a pas
d’interaction entre les especes adsorbées. Alors en peut dire que I’adsorption de dichromate

de potassium par les exopolysaccharides est favorable a ces conditions.

Tableau I11.4 : Parameétres des isothermes d’adsorption de K>Cr207 sur les EPS.

Adsorbant Isotherme Parametres
Langmuir gm (mg/g) 30
KL (L/mg) 0,044
Expolysaccharide R 0,996
R? 0,95
Freundlich Kf (mg g-1) 0,051
1/n 1,22
R? 0,98
1.5
0.8 ; b
0.6 1
] o
L 04 K=
— [e]
0.5
0.2
0 0
0 0.5 1
1/Ce0'5 ' log(Ce)

Figure II1.13 : Modélisation des isothermes d’adsorption de dichromate de potassium sur

les EPS ((a) modele de Langmuir, (c) modele de Freundlich).
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I11.4. Discussion

La dégradation des sols par les métaux lourds constitue des menaces potentielles pour
la croissance et le développement des plantes. Récemment, de plus en plus de recherches ont
démontré que les exopolysaccharides (EPS) induisaient une tolérance des plantes a diverses
conditions de stress. Cependant, le role de ses EPS dans I’atténuation du Cd et/ou du Cr chez
les plantes non ciblées n’a pas été étudié. Ici, le potentiel d’EPS a surmonter la co-exposition
au Cd et/au Cr chez le bl¢ a été étudié. Dans la présente étude, le stress cadmique et
I'exposition au Cr ont tous deux affecté la croissance du blé. Les effets inhibiteurs du Cd
et/ou Cr sur l'accumulation de biomasse est identique. Aprés 7 jours de traitements
cadmique, la dose de 100 umol a montré une réponse inhibitrice sur la croissance des plants
de blé. Les attributs ont montré une tendance a la baisse de la longueur des pousses et des
racines, ainsi que de la croissance globale sous la forme d'une diminution du poids frais.
Dans l'ensemble, les métaux lourds inhibent la croissance des pousses et des racines,
l'inhibition de I'élongation des racines est considérée comme la premiére preuve de la toxicité
du Cd et/ou Cr chez les plantes. La réduction de la croissance des semis dans des conditions
de stress Cd et/ou Cr a été attribuée a la production excédentaire de ROS (stress oxydatif),
au stress ionique et au stress osmotique. De méme, Cr inhibe également le développement
des pousses et des racines. Le méme schéma a déja été observé pour les blés et d’autres
especes veégétales cultivées sous stress insecticide. Les effets phytotoxiques du Cd et/ou Cr
sur le bl¢ sont probablement dus au mode d'action systémique des métaux lourds qui arréte
les activités physiologiques et métaboliques vitales de la plante. Les attributs de croissance
des semis ont également montré une tendance a la baisse avec la co-application du stress Cd

et/ou Cr.

I1 est intéressant de noter que les effets combinés de Cd et/ou de Cr sur la réduction
de la croissance étaient supérieurs a ceux induits par un traitement a un seul contaminant, ce
qui suggere que la contamination par Cd et/ou Cr a provoqué une phytotoxicité plus que le
traitement unique. Ce résultat est souvent attribu¢ au fait que Cd et/ou le Cr sont considérés
comme des facteurs entravant le processus physiologique normal, affectant la croissance et
le développement des plantes. Cela est cohérent avec nos résultats. Cependant, ces
observations étaient cohérentes avec celles observées dans les études de Touzout et al [55].
Ces résultats indiquent que la sensibilité des cultures aux effets néfastes des polluants est
affectée par plusieurs facteurs tels que la méthode d'application, la concentration

d'exposition et les conditions expérimentales. A 1’inverse, I’application d’EPS sur les plants
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de bl¢ stressés par le Cd et/ou le Cr a entrainé des effets améliorateurs sur le stress du Cd et
la phytotoxicité induite par I’exposition au Cr. L'ajout d’EPS atténué 1'effet indésirable du
Cd sur le poids frais des pousses et des racines du blé. Des études antérieures ont indiqué
que l'application d’EPS améliorait les attributs de croissance sous des stress abiotiques, ce
qui signifie que ’EPS a des effets bénéfiques sur la tolérance au stress abiotique chez de
nombreuses plantes, améliorant ainsi leur croissance et leurs rendements. L'effet atténuant
d’EPS sur le stress abiotique a ¢té 1i¢ a l'amélioration de 1'absorption des nutriments a

l'ajustement osmotique et au déclenchement du systéme de défense antioxydant.

Les pigments photosynthétiques (chlorophylle) sont souvent utilisés comme
marqueurs de dommages oxydatifs et indicateurs de 1'état de photosynthése d'une plante
soumise a des stress abiotiques. Dans la présente étude, la teneur en chlorophylle (Chl @) des
semis a été affectée de maniére significative par Cd et/ou Cr et leur mélange, ce qui indique
que la photosynthese est sensible aux métaux lourds[61], ce qui est cohérent avec les
résultats de 1'étude précédente. Etudes rapportées fait intéressant, les résultats ont indiqué
que l'exposition a un stress simultané de Cd et/ou de Cr était plus dommageable pour le
pigment des plantules (Chl a) que le stress séparé. Plusieurs études ont rapporté que
I'exposition aux Cd et/ou Cr réduisaient considérablement la teneur en pigments
photosynthétiques des plantes, ce qui peut étre attribué¢ a une diminution de la biosynthese
de la chlorophylle, a une activité accrue de I'enzyme chlorophyllase, a une diminution de
I'absorption des Mg?* qui sont nécessaires a la synthése de Chl et a la surproduction de H,O»
dans les feuilles de blé , ce qui entraine de graves Iésions de la membrane cellulaire, ce qui
conduit a I'inhibition de la synthése de chlorophylle [61]. Les modifications des pigments de
la chlorophylle sous le stress du Cd et/ou du Cr suggerent que Chl a et Chl b étre sensible
aux polluants cibles. L'effet destructeur du Cd et/ou du Cr sur les pigments
photosynthétiques était considérablement amélioré lorsque les facteurs de stress étaient
appliqués en combinaison avec les EPS (Fig. II1.2). Des études similaires ont montré que les
EPS pouvaient augmenter la teneur en chlorophylle en cas de stress et d'exposition aux
xénobiotiques [ 18]. L'amélioration de la teneur en chlorophylle a en réponse aux traitements
au EPS pourrait étre due a une diminution de la concentration de Cd et de Cr dans les plantes
et au fait que les EPS protegent la machinerie photosynthétique des plantes soumises a un

stress abiotique [61].
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En réponse au stress de Cd et a ’exposition aux Cr, les especes réactives de I’oxygeéne
(ROS) se sont accumulées de manicre excessive, entrainant des dommages irréversibles a
plusieurs biomolécules telles que les lipides, les protéines et ’ADN [62]. Dans cette étude,
I'accumulation de H,O, dans les feuilles du blé a augmenté de maniére significative apres
les traitements au Cd et/ou Cr, Cd+Cr induisant grande accumulation de H>O> que les
traitements au Cd et/ou Cr seuls (Fig. III1. 3A). Nos résultats corroborent ceux de découvertes
antérieures, qui avaient montré entrainaient une surproduction de H>O» dans les feuilles de
blé. Aussi, Touzout et al [55] ont signalé¢ que la co-contamination par le DM et le Cd
augmentait le niveau de H>O» dans les feuilles de blé. Dans la présente enquéte, les résultats
ont clairement démontré que Cd et/ou Cr, appliqués individuellement et en mélange,
induisaient la teneur en MDA dans les feuilles de blé indiquant que les plantules souffraient
de dommages oxydatifs (Fig. III. 3B). Mais les combinaisons de Cd et de Cr entraine une
légére augmentation les dommages causés aux lipides dans les feuilles par rapport aux
traitements avec un seul polluant (Fig. III. 3B). L'augmentation de la teneur en MDA peut
étre due a cette accumulation excessive de H>O», conduisant a une peroxydation lipidique
accrue, entrainant ainsi un déclin de la croissance des semis testés (Fig. III. 3B). De méme,
il a été démontré que le Cd et/ou le Cr induit une peroxydation lipidique dans les feuilles de
blé. Par conséquent, nos résultats indiquent que le Cd et/ou le Cr a le potentiel de perturber
de nombreuses fonctions morpho physiologiques en induisant un stress oxydatif. Cependant,
l'application d’EPS a diminué la production de H2O; et la teneur en MDA (peroxydation
lipidique) (Fig. III. 3), ce qui signifie que les EPS protégent le blé contre les dommages
oxydatifs en cas de toxicité de Cr. Nous suggérons donc que les EPS pourraient étre
bénéfique pour atténuer les effets néfastes du Cd et/ou du Cr en régulant le métabolisme du
stress oxydatif. L’effet atténuant des EPS est généralement attribué a une défense
antioxydante améliorée, au fait que les EPS agissent comme antioxydant sous exposition aux

xénobiotiques [18].

En effet, le systeme antioxydant des plantes est activé pour empécher les dommages
oxydatifs induits par le Cd et/ou le Cr (Fig. III. 4). APX et CAT protégent les plantes des
dommages oxydatifs en éliminant le H>O». Dans cette étude, CAT et APX étaient régulés
positivement par Cd et/ou Cr. De méme, une étude antérieure a également montré que le
stress de Cd induisait 1’activité CAT et APX dans les plants de blé, ce qui concordait avec
notre étude. Dans la présente étude, la co-exposition au Cd et/ou Cr a produit un effet positif

sur I’activité de la CAT, une activité beaucoup plus €levée étant observée sous Cd+Cr que
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Cd et Cr uniquement. De méme, la contamination par le Cd et/ou le Cr a un effet synergique
sur l'activité CAT du blé. L'activité de 'APX a été augmentée par Cd et/ou Cr (Fig. II1. 4B).
Cependant, I’effet du stress combiné était inférieur a I’effet du chrome et /ou de cadmium
séparément sur l’activit¢ APX. La présente étude a montré que l'apport externe d’EPS
pourrait encore augmenter l'activité de I'APX sous traitements Cr et Cd+Cr et l'activité de
CAT sous contrainte de Cd et Cd+Cr (Fig. III. 4A, B), ce qui est conforme a une étude
précédente[57]. De telles tolérances au stress oxydatif suite a I’application d’EPS étaient
associées a une expression favorisée des geénes des enzymes antioxydantes [63]. Dans la
présente étude, nous avons observé que l'apport externe d’EPS réduisait considérablement
l'activité CAT dans le blé sous traitement Cr et Cd +Cr par rapport a leurs traitements
respectifs sans EPS (Fig. III. 4B). Une telle activité réduite de CAT dans les semis traités au
EPS sous un stress polluant indique une production moindre de H,O» (Fig. III. 4A).

Les GST ont favorisé le GSH pour conjuguer les xénobiotiques dans la phase II du
métabolisme des polluantes [63]. Dans la présente étude, l'activité de la GST a été induite
par les deux polluants et leur combinaison, ce qui implique I'amélioration de la capacité de
détoxification (phase II) du blé (Fig. III. 4C). La régulation positive de la GST peut conduire
a une conjugaison du thiol (GSH) avec des polluants, ce qui a contribué a la résistance aux
métaux (Fig. III. 4C). Il a été constaté que l'activité de la GST était accrue chez le blé exposé
au stress Cd et/ou Cr. L'activité de la GST n'a pas été affectée par I'application d’EPS, ce qui
suggere qu'elle est maintenue a un niveau optimal pour catalyser la conjugaison des métaux.
De plus, une activité POD améliorée chez les semis exposés a Cd+ Cr pourrait jouer un role
clé dans la détoxification des polluants, une partie du processus de détoxification. Dans la
recherche actuelle, l'application d’EPS a considérablement amélioré 1'activité du POD dans
les semis exposés au Cd et/ou Cr (Fig. III. 4D), ce qui suggere que l'application d’EPS est

essentielle a 1'induction du métabolisme du Cd et/ Cr.

Il est bien connu que le GSH joue un role essentiel dans la tolérance au stress
abiotique et comme agent de conjugaison pour la détoxification des xénobiotiques [18]. Dans
cette étude, la teneur en GSH a augmenté sous Cr seul et avec des traitements Cd+Cr dans
les plants de feuilles (Fig. III. 4B). Il a été rapporté que le GSH était induit par le Cr, ce qui
est en accord avec la présente observation. En revanche, 1'exposition au Cd a diminué la
teneur en GSH dans les feuilles, probablement en raison de leur utilisation par la GST comme
substrat pour le métabolisme du Cd. Il a ét¢ démontré que I’EPS améliore la détoxification

de Cr en augmentant I’accumulation de GSH [63]. Conformément & une étude antérieure, il
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a été montré ici que l'atténuation de la toxicité du Cd induite par ’EPS pourrait étre li¢e a

une amélioration du niveau de GSH (Fig. III. 4B).

Les solutés compatibles tels que la proline jouent un réle indispensable dans des
conditions de stress [64]. Un nombre croissant d'études indiquent 1'accumulation de proline
dans le blé lorsque les plants sont exposés au Cd et/ou Cr [65]. Dans cette enquéte,
I'accumulation de proline se produit sous des contraintes de Cd et/ou de Cr avec des teneurs
plus élevées sous une contrainte articulaire (Fig. III. 5D). Ces études ont indiqué que Cd et
Cr pouvaient induire une accumulation de proline. Cela pourrait s'expliquer par le fait que
la proline était indispensable pour que les semis résistent aux stress liés au Cd et/ou au Cr.
Les résultats sont conformes a ceux de Touzout et al [55], qui ont démontré le role protecteur
de l'augmentation de la proline contre la co-exposition au NaCl et/au VOL dans la tomate,
suggérant son potentiel osmoprotecteur et sa molécule signal de stress chez La tomate. 11 est
intéressant de noter que 1’accumulation de Pro diminuait lorsque d’EPS exogéne était
appliqué a des semis cultivés dans des conditions de Cd et/ou de Cr (Fig. III. 5D). Cela peut
étre attribué au fait que I'ajout d’EPS peut déclencher un ajustement métabolique (enzymes
biosynthétiques et de dégradation de la proline) pour maintenir des niveaux adéquats de Pro
dans les tissus des feuilles[49]. Des quantités moindres de proline induites par I’ajout d’EPS
peuvent indiquer ici un soulagement partiel. De méme, ont découvert que les augmentations
de la teneur en proline induites par des polluants étaient efficacement contrecarrées par
I’application exogéne d’EPS [65]. Nos résultats sont différents de ceux d'une étude
précédente dans laquelle 1'ajout d’EPS s'est avéré activer les transporteurs de proline pour
I'homéostase de la proline chez palmier dattier sous un stress combiné de salinité et de Cd.
L'écart entre ces études peut étre di aux différentes especes végétales, a la durée

d'exposition, aux conditions de croissance et aux concentrations utilisées.

Les métabolites secondaires tels que les flavonoides et les polyphénols sont des
antioxydants non enzymatiques essentiels qui améliorent la tolérance des plantes aux stress
abiotiques [49]. Les flavonoides sont des antioxydants bien connus agissant comme de
puissants piégeurs de ROS [55]. Dans la présente étude, la teneur en flavonoides était
significativement augmentée dans les feuilles de blé avec le traitement individuel au Cd et
au Cr (Fig. III. 5B). De plus, par rapport au traitement témoin, la teneur en flavonoides des
feuilles de bl¢ dans le traitement combiné s'est avérée plus €levée que dans le traitement aux
polluants seuls (Fig. III. 5B). Par conséquent, cette teneur améliorée en flavonoides pourrait

probablement constituer un mécanisme potentiel par lequel le blé serait capable de diminuer
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les dommages oxydatifs déclenchés par le Cd et/ou le Cr [49]. L'application d’EPS n'a pas
montré d'effet significatif sur la teneur en flavonoides (Fig. III. 5B), ce qui suggéere qu'elle
est maintenue a un niveau optimal pour éliminer la production de ROS provoquée par le
stress Cd et/ou Cr. Dans cette étude, le traitement au Cd et /ou Cr a amélioré 1'accumulation
de polyphénols dans les feuilles de blé (Fig. III. 5A). De plus, une augmentation de la teneur
en polyphénols en réponse a le Cd a été signalée dans plusieurs plantes. La teneur en
polyphénols dans les feuilles de blé augmente dans le groupe de traitement Cd et Cr unique
et dans le groupe combiné (Fig. III.5A). L'application d’EPS a considérablement amélioré
I'accumulation de polyphénols impliqués dans la capture des ROS, qui protégent les plantes
des dommages oxydatifs en cas de stress, reflétant l'effet favorable d’EPS dans la
biosynthése de ces métabolites. De méme, des teneurs en polyphénols améliorées en EPS
ont été signalées dans le blé soumis a un stress des métaux lourds. Auparavant, différentes
études physiologiques ont rapporté le role d’EPS dans le renforcement de la tolérance au

stress abiotique grace a la modulation du métabolisme secondaire [49] .
-POINTS FORTS

* La toxicité du Cd et/ou du Cr a diminué la croissance, la photosynthése et les antioxydants

par rapport au contrdle.

* La toxicité combinée du Cd + Cr a encore réduit la croissance du blé par rapport au Cd et

au Cr seuls.

* Les exopolysaccharides (EPS) favorisent la croissance du bl¢, les antioxydants et le profil

nutritionnel sous stress Cd et/ou Cr.

* L'EPS a minimisé¢ les dommages oxydatifs en réduisant le stress oxydatif et l'absorption

des métaux.
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CONCLUSION GENERALE

Les recherches actuelles ont révélé 'effet synergique de la coexistence du Cd et du
Cr sur la croissance du bl¢ et la diminution des paramétres de développement, des pigments
photosynthétiques et de la qualité des nutriments. La plupart des industries au Algérie rejette
des effluents sans traitement. Cette étude met donc en évidence I’exceés de Cd combiné au
Cr et diminue considérablement la croissance et le rendement du blé. Il a également été
découvert que la nocivité du Cd et du Cr diminuait les activités des enzymes antioxydantes
et augmentait le stress oxydatif en générant des especes de ROS, ainsi que I'absorption totale
du Cd et du Cr dans les racines, les pousses et les grains. Cependant, l'application exogene
des EPS a indiqué la croissance la plus élevée du blé et a amélioré la biochimie sous un stress
conjoint Cd + Cr par rapport au contrdle. L'application exogéne des EPS a probablement
diminué¢ 1'absorption totale de Cd et Cr et a augmenté l'absorption de Zn, Fe, Mn, Mg et K
dans les racines. Ainsi, il peut étre établi que l'application exogene des EPS doit étre
encouragée pour améliorer la croissance et le rendement du blé dans des sols

multicontaminés afin de garantir une production alimentaire stre.
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Co-encadrant :Dr. Touzout Nabil Speécialité :

2-Equipe de projet :
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Introduction

Afin de permettre aux étudiants porteurs de projets innovants d’élaborer leur
travail, et afin de faciliter la conception et la rédaction de leurs brevets et de leur
permettre de passer de la simple idée a une invention intégrale compléte avec des détails
et des informations qui clarifient les aspects innovants du projet, son attractivité et
I’intégrité de la séquence logique des idées, la commission nationale de coordination, de
suivi de I’innovation et des incubateurs universitaires ¢labore ce document qui sert de guide
a I’étudiant pour rédiger son mémoire conformément au dispositif de I’arrété ministériel n°

1275 Dipléome — Startup.

Les présentations et explications nécessaires du guide sont illustrées a travers un
exemple trés simple afin de faciliter la compréhension des différentes étapes. Cet exemple
est li¢ a un projet de production de jus naturel a partir de fruits qui n’ont pas ét¢ soumis a

des pesticides ou a des engrais chimiques.
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Premier axe : Présentation du projet

1. L’idée de projet (solution proposée) :

e Alors que les pays cherchent a atteindre I’autosuffisance dans le domaine
agricole, de nombreux obstacles s’opposent a la réalisation de cet objectif. La
pollution par les métaux lourds, que ce soit dans le sol ou méme dans I'eau
d'irrigation, constitue un probléme majeur. Leurs niveaux éleves affectent
négativement les humains, I'environnement et la croissance des plantes elles-
mémes. Ces résultats indiquent la nécessité de produire un biostimulant ayant
une grande capacité a absorber les polluants et a aider les plantes a bien
pousser.

e Nous avons produit ce composé sur la base des derniéres technologies et
méthodes disponibles et en utilisant des algues comme matériau principal et
de base pour ce produit.

2. Les valeurs proposees :

[0

A\

A\

Les valeurs proposées peuvent étre les suivantes :

Utilisation de matiéres premiéres naturelles et renouvelables.

Produit 100% algérien, contribue a éliminer les importations.

Son prix est acceptable par rapport aux biostimulants commercialisés sur le marché
algérien.

Facilité d'application et d'utilisation.

Il n’a aucun effet secondaire, que ce soit a court ou a long terme.

Utiliser les algues comme matiere premiére, ce qui est actuellement une richesse en
soi car elles se reproduisent rapidement et sont faciles a fabriquer.

Améliorer et accélérer la croissance des plantes naturellement sans réduire sa valeur
nutritionnelle.

Réduire les risques potentiels liés a 1’utilisation de produits chimiques pour traiter

les sols, qui peuvent a leur tour étre transmis aux humains.

Equipe de travail :

L’équipe du projet est composée des membres suivants :

Etudiant 01 : MISSOUM Romissa, *Etudiant 02 : YAHIAOUI Aya.
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Rechercher diverses méthodes et informations nécessaires a la réussite du projet, que ce
soit en termes de fabrication et d'application en laboratoire ou en termes de marketing,

d'étude de marché et méme de publicité.

4. Obijectifs du projet :

Notre objectif est de devenir I'entreprise leader dans la production de stimulants
biologiques d'ici les six premiéres années et d'atteindre une part de marché estimée a

30% de la production totale en Algérie de stimulants biologiques agricoles.

5. Calendrier de réalisation du projet :

le temps par semaine

TRAVAUX

Etudes préalables
choix de I'implantation 0 0
de I'unité de production,
préparation des
documents nécessaires

Commande des Q Q

équipements

Construction d'un siége 0 Q

de production (usine)

Installation des Q

équipements

Achat de matiéres Q
premiéres

Réalisation du Q Q
prototype
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Deuxiéme axe : Aspects innovants

1.Nature des innovations :

La nature des innovations adoptées dans le projet doit étre précisée selon les

propositions données dans le schéma suivant :

100 %
/ g : )
Innovations du marché Innovations radicales
B
rd = 2 R N
Incertitude du marché (?

A
: e ‘ nnovations technologiques

| il??g

- 100 % —»

Incertitude technologique

2.Domaines d’innovation :

Les aspects innovants de I’exemple présenté sont :
e Le premier projet en Algérie qui extrait un biostimulant d’algues.
e Tous les matériaux utilisés dans sa fabrication sont non polluants et non

toxiques.
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Troisieme axe : Analyse stratégique du marché

1.Le seesment du marché :

Marché potentiel : C'est toute personne qui souhaite consommer du biostimulant.

Marché cible : Nous cherchons a fournir des biostimulants aux paysans et agriculteurs qui

souffrent de problémes de manque de rendement et de production.
2.Mesure de l'intensité de la concurrence :

e Les concurrents les plus importants sur le marché algérien, produisent, pour la
plupart, des biostimulants avec conservateurs, et ils sont classes selon leur part de
marché comme suit : Agrostock Group, Barcelonesa et Académie des Biostimulants.

e Parmi leurs atouts, citons leur ancienneté sur le marché algérien et la force de leur
marque.

e Parmi leurs faiblesses, on peut citer la qualité des produits, ainsi que leur recours aux

produits chimiques.

3.La stratégie marketing :

Dans la commercialisation de nos produits, nous nous appuyons sur une stratégie de
commercialisation a des prix compétitifs grace a notre controle de la réduction des cofits,
avec l'utilisation d'une technologie de pointe, en plus de notre recours a une application
numérique pour distribuer les produits et gérer les commandes. Accompagner les

consommateurs et assurer leur suivi en assurant le service apres-vente.
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Quatriéme axe : Pl an de production et d’organisation.

1.Le Processus de production

Y I 3 ___> .
Matieres premiéres |- Reproduction Extraction | — > EPS

(Souche de spiruline)

B —
\- .'.’
2 # 0 |
Utilisation <«—— | Emballages |« Séchage

2. I’ Approvisionnement :

Nous achetons la matiére premiére, qui est une souche de spiruline, puis nous Elevés, et c'est
un avantage compétitif dans notre projet. Quant aux matériaux utilisés dans la production,

nous traiterons directement avec les fournisseurs.

3. La main d'ceuvre :

Notre projet crée environ 10 emplois directs et pres de 15 emplois indirects.

Notre projet ne nécessite pas de spécialisations précises sauf pour les ingénieurs et

techniciens travaillant sur des équipements de pointe (02 ingénieurs et 04 techniciens).

4. Les Principaux partenaires :

Les partenariats les plus importants dans notre cas sont les fournisseurs, au regard de
I’importance de leurs prestations pour la réussite du projet. Les incubateurs universitaires
aussi fournissent une aide précieuse aux projets. Sans oublier le poids des structures de

financement.
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Cinqui¢me axe

Cinquiéme axe : Plan financier

98



Annexes

1. Les Coiits et charges :

Les cofits financiers nécessaires pour produire du produit final :

Les produites Le prix(DA)
Souche de spiruline 40000
Milieu de culture 50000

Equipement permanent qui doit étre disponible pour que la production puisse démarrer :

Les Equipement Le prix(DA)
Etangs agricoles 10000
Les pompes a air 15000
Les lampes 15000
Une source d’eau 1500
Les tuyaux de raccordement 20000
S @ gl 100000

Cotisation qui doit étre payée mensuellement :5

Les frais Le prix(DA)
Facture d'¢lectricité et d'eau. 30000
Agents de surveillance. 50000
Employeés. 60000
Techniciens. 5000
Frais d’assurance. 4000
Les taxes et les frais. 20000
Les Frais d’entretien. 5000

e La principale source de financement est I’emprunt auprés la Ministere de

I’Enseignement supérieur et de la Recherche scientifique.
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Sixiéme axe

Prototype expérimental
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Mod¢le d'affaires

-Sigma Aldrich
-les fournisseurs
- les distributeur

-les distributeur

((echerche constante\

des derniéres méthodes
et techniques afin de les
appliquer, que ce soit
dans le processus
d’¢élevage d'algues ou
méme dans 'étape

L

- /

N

-

\thraction des EPS /
\

es partenaires :
-Les fournisseurs.

-Les personnes qui
achetent le produit.

-Les distributeur.

%

\_

Nous fournirons
des sacs
contenant 100 g
de biostimulants
qui améliorent
l'efficacité de
l'utilisation des
nutriments et
résistent aux
stress abiotiques,
augmentant ainsi
la productivité et
la qualité des
cultures

~
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(Assurer le service\

apres-vente.

- Pages sur les sites
de réseaux sociaux.

-Dépliants papier.

/
/Publicité de toute "\

nature et affichage
des résultats obtenus
apres utilisation du
produit par rapport a
ceux sur lesquels ce
produit n'a pas été

)

-

appliqué.
/

o

\

-Les
agriculteurs

-Paysans

-Toute personne
souhaitant
traiter le sol des
métaux lourds
pour améliorer
la production

o

Il y a des dépenses fixes comme les salaires des
travailleurs, les assurances, etc., au contraire, il y a
des dépenses variables comme les prix des maticres
premiceres et autres. Toutes les dépenses seront
calculées afin de déterminer le prix du produit final.

N

J

La Ministere de I’Enseignement
supérieur et de la Recherche
scientifique.

J
~
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