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I- Introduction générale

La contamination de l'environnement par une concentration excessive de métaux lourds

représente un risque agressif pour la santé humaine, animale et végétale [34].

Plusieurs industries sont responsables de cette contamination, telles que les industries et

l’utilisation de plomb dans les peintures et l’essence [35], etc. Dans les plantes, par exemple,

la toxicité des métaux affecte divers processus physiologiques tels que les relations entre

l’eau, l’activité de la photosynthèse [36], le métabolisme de l’azote et le métabolisme

d’absorption des nutriments [37].

Les effets nocifs des métaux lourds incluent également un retard de croissance et des

modifications de l'activité de plusieurs enzymes [38].

Les métaux lourds et les métalloïdes sont des contaminants du sol particulièrement difficiles

en raison de leur persistance dans l'environnement [39] et deviennent un grave problème

environnemental, qui nécessite des solutions technologiques efficaces mais également

raisonnables. Le plomb (Pb) est considéré comme l'un des métaux lourds préoccupant pour

l'environnement et certaines recherches sur la dépollution se concentrent sur ce polluant

[40].

Des techniques physiques et chimiques visant à éliminer le plomb des sols ont été

développées [41]. Elles sont coûteuses et ne s'appliquent que dans de petites zones. Depuis

quelques années, l'extraction de métaux lourds par les plantes, la phytoremédiation, est une

nouvelle procédure visant à réduire les niveaux de métaux lourds dans les sols. Elle implique

l'utilisation de plantes vertes pour la réhabilitation des sols contaminés. La phytoremédiation

est une alternative aux techniques d'ingénierie de la récupération des sols, car outre son

rapport coût-efficacité et la conservation de la structure du sol, elle a le moins de

conséquences négatives sur l'environnement [42].

L'efficacité de la phytoextraction est toutefois limitée par la faible mobilité et la

biodisponibilité de certains métaux lourds (notamment le Pb) dans les sols pollués [43]. De

plus, l’utilisation de plantes hyperaccumulatrices de métaux lourds (Thlaspi sp.. Par exemple)

est associée à une croissance lente de la plante et à de faibles rendements en biomasse[44].

Parmi les plantes accumulatrices de métaux, la famille des halophytes Atriplex a été

largement étudiée dans des expériences de laboratoire et a montré une capacité à absorber

le plomb (Pb) et le cadmium (Cd) [45]. Cependant, aucune donnée n'est disponible sur le

comportement de ces plantes dans des champs réellement contaminés [46].

L’objectif de ce projet de fin d’étude est d’essayer d’obtenir quelques éléments de réponses à

cette question en étudiant l’absorption du plomb (Pb), l’expression de la proline dans un

ensemble restreint de plantes Atriplex Nummularia évoluant autour  d’une mine de galène

en activité dans la région sud-est de Maroc (Tafilalet). La question étant examinée plus



amplement dans le cadre d’un doctorat national en cours actuellement dans le laboratoire

d’Analyse Chimiques Environnement et Matériaux.

Ainsi, dans la première partie de ce manuscrit, partie bibliographique, nous exposerons

quelques connaissances ayant trait à la relation plantes –métaux, les modes d’absorption, les

effets nocifs des métaux sur la croissance et le métabolisme secondaire… Quelques

méthodes et protocoles d’analyse quantitatives des métaux dans le milieu végétal :

Absorption atomique notamment et la  spectrométrie UV visible sont décrits.

La deuxième partie ; partie expérimentale ; décrit les différents protocoles d’échantillonnage,

de préparation et d’analyse de l’élément plomb et de l’indicateur de stress « proline » dans

quatre échantillons de l’espèce végétale Atriplex Nummularia. L’interprétation des résultats

d’analyse clôture cette partie.

II : Relation Plante-métaux

Introduction:
Les plantes sont constituées d’eau, de molécules organiques et de nombreux

éléments minéraux les Macro-éléments (N : 1 à 3 % ; S : 0,1 à 0,5 % ; P : 0,2 à 0,6 % ;
Mg : 0,2 à 0,8 % ; K, 0,5 à 2 % ; Ca, 0,6 à 4 % ; SiO2, 0,2 à 3 %) et les oligo-éléments (Fe,
Zn, Br, Mn, Cu…).de teneur individuelle < 0,1 % Les besoins nutritifs des plantes
proviennent essentiellement du sol, mais aussi de l’atmosphère (O2 ,CO2) ainsi que des
apports réalisés par l’agriculteur sous forme d’engrais ou de matières organiques. C’est grâce
à ses racines que la plante puise les éléments minéraux nutritifs dans le sol (absorption
racinaire). En cas de déséquilibre nutritionnel, la plante subite une carence (manque d’un
élément) ou une toxicité (excès d’un élément) qui se répercute sur la croissance
et sur la production. La plante vit alors une situation de stress. Les espèces végétales n’ont
pas toutes les mêmes besoins en éléments minéraux nutritifs, et réagissent différement aux
situations de stress. [1].

1-  Mécanisemes d’absorption

a : les métaux essentiels et oligoéléments
En plus des métaux essentiels Ca, Na, K,… les oligoéléments Cu, Zn, Mn, Fe .. sont des

éléments indispensables à l’état de trace pour de nombreux processus cellulaires et qui se

trouvent en proportion très faible dans les tissus biologique . Certains peuvent devenir

toxiques lorsque la concentration dépasse un certain seuil. C’est le cas du cuivre (Cu), du

nickel (Ni), du zinc (Zn), du fer (Fe) [2]. Par exemple, le zinc (Zn), à la concentration du

millimolaire, est un oligo-élément qui intervient dans de nombreuses réactions

enzymatiques (déshydrogénases, protéinase, peptidase) et joue un rôle important dans le



métabolisme des protéines, des glucides et des lipides. Pour la substitution K+/Na+ mesurée

par l’étude de l’absorption des éléments ou de la composition minérale de la plante entière

est constatée chez les jeunes plantes les plus atteintes. [3] ?????

b : les métaux nocifs
Les métaux toxiques ont un caractère polluant avec des effets toxiques même à faible

concentration. Ils ne sont pas essentiels au développement des organismes animaux ou

végétaux, Ils n’ont aucun effet bénéfique connu pour la cellule végétale : c’est le cas du

plomb (Pb), du mercure (Hg), du cadmium (Cd) [4]. La teneur d’un sol en métaux lourds est

donc une donnée essentielle. Mais plus important est de déterminer la fonction métallique

bio disponible, c’est-à-dire la partie accessible au végétal. La biodisponibilité étant l’aptitude

d’un élément trace à être transférée à la plante. Elle est à la fois liée à la nature du métal et à

celle de la plante. [4]

c : Les étapes d’absorption des métaux lourds par les plantes :

i. L’absorption racinaire

Les métaux lourds présents dans la fraction aqueuse du sol pénètrent dans la plante

par les racines sous la forme d’ions. Chaque espèce végétale a des besoins précis en ions, liés

à son métabolisme propre et à des résistances variées aux éléments toxiques. La plante

développe des mécanismes particuliers de transport d’ions, réglant ainsi les quantités

absorbées selon ses besoins. [1] Le passage des métaux dans les parties aériennes (tiges,

feuilles) [6] varie à la fois selon la nature du métal, celui de la plante, du pH et de la nature

du sol ainsi que de la concentration des métaux dans le sol. Il est admis de nos jours que le

plomb s’accumule souvent dans les racines, et migre moins facilement vers les parties

aériennes de la plante que d’autres éléments comme le cadmium par exemple. [5]

ii. Translocation 

Après leur absorption, les éléments sont transportés dans le xylème de la plante vers

les parties aériennes. Cette opération est applée translocation. Elle fait intervenir parfois des

agents comlexants ; acides organique, acides aminés. Chez certaines espèces, la

translocation d’éléments toxiques est plus importante que chez d’autres, pouvant conduire à

une accumulation des métaux dans les feuilles et les autres parties aériennes. On parle alors

de plantes accumulatrices ou hyper accumulatrices de métaux. [7]



2-Stress-métallique :
Les plantes sont constamment soumises à des variations Environnementales (Chaleur

excessive, froid excessif, pollution atmosphérique, sécheresse,.. etc). Ces changements

peuvent engendrer un  stress qui  modifie l’homéostasie cellulaire par la production de

formes réactives de l’oxygène. L’accumulation phytotoxique de ces différents radicaux

oxygénés peut entraîner la mort de la plante ; cependant, ils ont été récemment identifiés

comme des acteurs essentiels de la réponse au stress et leur rôle comme messager

secondaire est maintenant clairement établi. [8]

a. Croissance métabolisme secondaire

Les plantes se distinguent des autres organismes vivants par l’expression d’un

métabolisme, au cours duquel  sont synthétisées des molécules (métabolites secondaires)

qui ne participent pas directement au développement des plantes mais plutôt interviennent

dans les relations avec les stress biotiques, abiotiques ou améliorent l’efficacité de

reproduction. [9]

● Fonction des métabolites secondaires.

Ils ont des fonctions très différents, exemples:

-Protection de l’attaque des pathogènes ou des herbivores (menthe par

exemple) [9]

-Attraction des pollinisateurs



- Ils participent à des réponses allopathiques : (compétition entre les

plantes pour la germination et croissance)

● Types et origine des métabolites secondaires : [9]

On peut identifier trois types de métabolites secondaires :

-Terpénoïdes : Ils dérivent de l’IPP (isopentenyldiphosphate), une

Molécule  à 5 C .Ils sont formés par la polymérisation des unités à 5 atomes de charbon.



Figure 1 : Structure chimique de l’ Iridomyrmécine

-Alcaloïdes : Ils dérivent de Acides aminés, La définition originale de « alcaloïde » est la

suivante: produits d’origine végétale, basiques, contenants azote et pharmacologiquement

actif.

Figure 2 : structure chimique de la caféine

-Molécules phénoliques : Ils dérivent de Voie de l’acide Shiki Mique et acétate

/malonate  Les molécules phénoliques sont des composés qui contiennent un groupe phénol

(anneau aromatique avec un groupe hydroxyle). Ils peuvent avoir plusieurs différents

substituants. Dans l’air ces groupes sont facilement oxydés.

Phénol Acide p-hydroxybenzoique

Figures 3 : structure chimique de Molécules phénoliques

⮚ Rôle bénéfique antioxydant de ces métabolites.
✔ Les antioxydants peuvent éliminer les effets néfastes que les radicaux libres ont

sur les cellules, et les gens qui mangent des fruits et légumes riches en

polyphénols et anthocyanes ils ont un risque plus faible de cancer, les maladies

cardio-vasculaires et certaines maladies neurologiques.



Figure 4 : Structure du resveratrol

✔ Les antioxydants se trouvent en quantités variables dans les aliments comme les

légumes, les fruits

Figure 5 : Fruits et légume sont de bonnes sources d'antioxydants

b : Mesure du  stress.

Il existe plusieurs indicateurs de stress chez les plantes. Qualitatifs comme la taille,

l’aspect et couleurs des feuilles, taches....etc. Mais aussi quantitatifs comme la mesure des

formes réactives de l’oxygène (ROS), la proline… [9]

i : Importance des formes réactives de l’oxygène ROS  dans la vie d’une plante [9]

Les ROS sont depuis longtemps reconnues pour leur importance dans la réponse des

plantes aux contraintes environnementales. Certains symptômes observés en situation de

stress d’origine biotique ou abiotique (par exemple, blanchiment des feuilles, nécroses) sont la

conséquence d’une forte accumulation de radicaux libres oxygénés et d’une altération de

l’homéostasie cellulaire. Ces symptômes traduisent à la fois une oxydation de la chlorophylle

au niveau des feuilles, mais aussi la mort par nécrose de cellules isolées ou de groupements de

cellules dans les différents tissus végétaux (Fig. 1). [9]



Figure 6 : Feuille de chêne montrant (a) les symptômes d’oxydation de la chlorophylle et

(b) les nécroses liées à la mort de cellules. [10]

ii : Proline

La proline représente l’une des manifestations les plus remarquables des stress

hydriques métallique et osmotiques.

L’accumulation de la proline, induite par les stress, peut être le résultat de trois

processus complémentaires : stimulation de sa synthèse, inhibition de son oxydation et/ou

altération de la biosynthèse des protéines.

L’accumulation de la proline a été démontrée chez de nombreuses espèces et dans

différentes situations de stress (osmotiques, hydriques, métalliques et thermiques). Certains

auteurs pensent que les quantités accumulées pourraient être liées au niveau de tolérance aux

stress. Elle pourrait, également, intervenir dans la régulation du pH cytoplasmique ou

constituer une réserve d’azote utilisée par la plante postérieurement à la période du stress. [22]

❖ Détermination quantitative de proline. [30]
L'accumulation de proline dans les plantes supérieures indique une perturbation de

l'état physiologique, provoquée par un état de stress biotique ou abiotique. La teneur en

proline libre peut augmenter lorsque les plantes sont exposées à la sécheresse, à la

salinité, au froid, aux métaux lourds ou à certains agents pathogènes. La détermination



des taux de proline libre est un test utile pour surveiller l’état physiologique et pour

évaluer la tolérance au stress des plantes supérieures

Trois méthodes sont généralement utilisées pour la détermination de la teneur en proline

libre.

● La mesure colorimétrique : quantitative et fournit des données fiables sur la

teneur en proline

● L'analyse à base de HPLC : peut être utilisée lorsque la concentration de tous les

acides aminés doit être comparée.

● Le dosage du papier à l’isatine : est une méthode simple et convient au dosage

de la proline dans un grand nombre d’échantillons.

III. Plantes hyperaccumulatrices de métaux
Les plantes hyperaccumulatrices sont des plantes capables d’absorber des quantités

anormalement élevées de  métaux lourds (zinc, cuivre, plomb, chrome, sélénium, arsenic,

mercure, cadmium, nickel, argent, or, et platine). Ces métaux sont ensuite transférés vers les

parties aériennes de la plante. Et de décontaminer les eaux et les sols pollués. Près de mille

plantes hyperaccumulatrices ou tolérant les métaux lourds ont été identifiées et chacune

d'elles a sa spécialité. Et pour absorber les métaux lourds les plantes accumulatrices ou

hyperaccumulatrices utilisées un phénomène que s’appelle la phytoremèdiation. [23]

Figure 7 : exemple de plantes hyperaccumulatrices



1- Phytoremèdiation :
C’est une technologie utilisant le métabolisme des plantes pour accumuler, transformer,

dégrader, concentrer, stabiliser ou volatiliser des polluants (molécules organiques et

inorganiques, métaux et radioéléments) contenus dans des sols ou  des eaux

contaminés.[24]

Parmi les stratégies de phytoremédiation, la phytoextraction utilise la capacité de

certaines plantes à accumuler les polluants dans leurs tiges, feuilles ou racines. Ce procédé

est intéressant pour extraire les métaux lourds (zinc, cadmium, nickel, cuivre, cobalt, plomb,

thallium, etc.) car ces derniers sont des polluants non biodégradables.[24]

a-Présentation des différentes stratégies de phytoremédiation :

Phytovolatilisation : Transformation et dégradation de certains types de polluants

en éléments volatils moins toxiques, qui sont ensuite libérés dans l’atmosphère par

transpiration de la plante. [25]

Phytodégradation : Absorption et décomposition des contaminants par la libé-

ration d’enzymes et par des processus d’oxydation et de réduction. Les polluants

dégradés, donc moins toxiques, sont ensuite incorporés dans la plante ou libérés  de

nouveau dans le sol. [25]

Phytostabilisation : Absorption et séquestration (ou immobilisation dans le cas de la

rhizofltration) des polluants au niveau des racines (rhizosphère). Objectif : réduire

leur dispersion par le vent ou leur lessivage par les eaux de pluies, et limiter, par

conséquent, leur migration et leur entrée dans la chaîne alimentaire ou les nappes

phréatiques. [25]

Phytoextraction : Extraction, transport, accumulation des polluants dans les tiges et

les feuilles. Les plantes sont dites accumulatrices. Les feuilles, ou la plante entière,

sont alors récoltées par quoi ??????. [25]

2-Exemples de plantes hyperaccumulatrices 

a - Noccaea caerulescens 

Le tabouret bleu ou tabouret des bois dont le nom scientifique actuel est Noccaea

caerulescens est une petite plante herbacée de famille des Brassicacées. C’est une plante



dite ‘’spécialiste ‘’ l’une des rares à pouvoir survivre sur des sols, naturellement riches en

certains métaux. [26]

Figure 8 : Photo de Noccaea caerulescens 

❖ Teneur en métaux de Noccaea caerulescens 

- Hyperaccumulatrice de Zn, Cd, Ni avec des concentrations différentes :

Le Zinc : 13 000 ppm le Cadmium : 120 ppm et le Nickel : 180 ppm.[26]

b- vallisnérie spiralée (Vallisneria spiralis)

La vallisnérie spiralée est une plante aquatique vivace de la famille des

hydrocharitaceae d’origine subtropicale et présente dans une partie de l’Eurasie dans les

eaux douces courantes ou stagnantes.

La vallisnérie spiralée répandue dans toutes les régions subtropicales du globe, dont la

température peut varier de 18 à 30 °C. [27]

Figure9 : Photo de vallisnérie spiralée

❖ Teneur en métaux de vallisnérie spiralée



Plante hyperaccumulatrice de cadmium à la concentration de 1000 ppm. [27]

c- Alyssum Murale
Allssum murale, l’alysson des murs, est une plante à fleurs du genre Alyssum et de la famille

des Brassicacées. [28]

Figure 10 : Photo d’Alyssum Murale

❖ Teneur en métaux d’Alyssum Murale

Plante de la famille des Brassicacées accumulatrice de nickel à la concentration de 7080

ppm environ [28].

3-Utilisation des plantes hyperaccumulatrices :
La phytoremédiation  Simplement dit, c’est l’utilisation des plantes et des

micro-organismes avec qui elles ont des interactions pour nettoyer l’environnement.  C’est
un ensemble de techniques pouvant être implantées directement sur le site contaminé
misant sur les plantes pour extraire, dégrader ou immobiliser les contaminants dans les sols,
les sédiments, les boues ainsi que dans les eaux de surface ou souterraines et dans l’air.

IV. Analyse quantitative des métaux dans les végétaux

1-Préparations des échantillons
Cela consiste à extraire d’abord le métal ou les métaux à analyser de la plante, puis à

déterminer leurs concentrations. La procédure fait intervenir plusieurs étapes :



a)Prélèvement-échantillonnage –préparation
La répartition des métaux dans les différentes parties de la plante est loin d’être

uniforme. Le choix de l’organe à prélever (racines ; tiges, feuilles, fruits) et la constitution

d’un échantillon moyen est une première étape essentielle du procédé.

b) Lavage
Il importe avant le dosage des éléments minéraux de solubiliser rapidement l’éventuel

dépôt des sels minéraux provenant de l’évaporation des solutions sur l’organe étudie.

c)Séchage
Le séchage se fait très généralement à l’étuve électrique à une température de 80-85 °C

avec forte ventilation. La montée en température doit être la plus rapide possible pour

stopper les actions enzymatiques dans les tissus.

d) Broyage
Le broyage du végétal sec doit assurer une homogénéisation de l’échantillon sans

entrainer de contamination ni de trop forts échauffements.

2- la minéralisation
Consiste à détruire la totalité de la matière organique formant le végétal pour

n’obtenir enfin qu’une solution de matière minérale. Deux techniques sont

généralement utilisées dans le cas des végétaux.

a) La calcination

Elle consiste à chauffer le végétal grossièrement broyé à températures

relativement basses (typiquement 400 – 450 °C) pour oxyder la totalité de la

matière organique. Les cendres obtenues doivent être blanches

b) Minéralisation par voie humide :

i- Définition

La matière organique est attaquée par un acide ou un mélange d’acides pouvant

dissoudre l’élément (métal) à analyser



ii- Les acides utilisés

o Acide nitrique HNO3

C’est un acide fort, un oxydant et un comburant ainsi qu’un agent de nitration capable de

donner lieu à des réactions violentes.

En solution, même diluée, l’acide nitrique est un agent d’oxydation énergique.

Figure 11 : photo de l’Acide nitrique

3-Utilisation d’agents complexant organiques

o EDTA
L'EDTA comporte six sites basiques, quatre correspondant aux bases

conjuguées des fonctions carboxyliques et deux correspondant aux fonctions

amines. Ces sites basiques sont également des centres ligands. C’est d’ailleurs sa principale

caractéristique, son fort pouvoir chélatant (ou complexant) par lequel il forme des complexes

métalliques très stables avec de nombreux ions métalliques [29]

Figure 12 : Schéma du complexe organométallique EDTA métal

IV. Techniques d’analyse

1-Spectroscopie d’absorption atomique (SAA)
 La spectrométrie d’absorption atomique (SAA) et l’émission de flamme (EF), encore

appelée photométrie de flamme, permettent de doser dans pratiquement toute sorte



d’échantillon, un ou plusieurs éléments prédéfinis choisis dans une liste en contenant

environ 70 (métaux et non métaux) [31]

Figure 13 : schéma d’un appareil de spectroscopie d’absorption atomique

o Principe
L’absorption des radiations électromagnétique des régions visible et UV du spectre par

les atomes libres résulte d’un changement dans la structure électronique. On l’observe

lorsque la radiation caractéristique (de résonance en général) d’un élément passe dans

un nuage de vapeur atomique de l’échantillon. L’échantillon est vaporisé par aspiration

de la solution dans une flamme ou par évaporation d’une surface chauffée

électriquement. [31]

o La loi d’absorption en spectrométrie absorption atomique
L’intensité de l’absorption dépend directement du nombre de particules

absorbant la lumière selon la loi de Beer  Lambert, selon laquelle l’absorbance est

proportionnelle au coefficient d’absorption spécifique a, au trajet b et à la

concentration c.

A=abc

Où A= log Io /I

I = intensité transmise de la source lumineuse

Io = intensité initiale de la source lumineuse

Cependant, en pratique, cette relation n’est vérifiée que dans un domaine de linéarité.

A = f(c) est dans ce cas d’une droite.

o Appareillage

Le dispositif expérimental utilisé en absorption atomique se compose d’une

source de rayonnements : la lampe a cathode creuse, d’un brûleur, d’un



nébuliseur, d’un monochromateur, d’un détecteur relie a un amplificateur, et un dispositif

d’acquisition.

Figure 14 : schéma d’un appareil de spectroscopie d’absorption atomique

2- Cloud point extraction CPE
La méthode d’extraction utilisant des tensioactifs, appelée «extraction au point de

trouble ou extraction par les micelles», offre une alternative aux systèmes d’extraction

classiques en raison de la simplicité de ses étapes et de son absence d’exigence pour les

solvants organiques. [32]

La méthode d'extraction du point de trouble (CPE) est basée sur la propriété des agents

de surface non ioniques et zwitterioniques de se séparer en deux phases liquides lorsque

leurs solutions aqueuses sont chauffées au-dessus d'une certaine température. [32]

Le CPE est une méthode simple, sûre, respectueuse de l’environnement, rapide et peu

coûteuse pour la préconcentration et la séparation des métaux traces des solutions

aqueuses, est récemment devenue un domaine de recherche attrayant et une alternative à

l’extraction liquide-liquide. [32]

Description par schéma avec légende

3-Plasma inductif : (ICP)

Outre la flamme, les systèmes d’atomisation ont connu un grand progrès. Ainsi le four

graphite, la vaporisation chimique, permettant d’atteindre des concentrations d’analyte

de l’ordre du ppb (partie par billion). L’ICP plasma inductif utilise des sources

d’atomisation, où la température peut atteindre 8000 °C, ce qui a pour avantage



d’éliminer complètement les interférences. D’où des résultats plus précis avec une

sensibilité accrue.

Figure 16 : schéma du Plasma inductif

4-Spectrométrie UV- Visible 
La spectrophotométrie d’absorption moléculaire est une méthode d’analyse physico-chimique qui

permet de déterminer aussi bien quantitativement que qualitativement des ions ou des molécules

présents dans une solution, sans la modifier ou les altérer. Cette technique, utilisée en chimie et en

biochimie utilise la propriété de ces ions ou molécules à pouvoir passer de l’état fondamental à un

état excité par absorption d’un rayonnement de longueur d’onde adéquate. De la proportion

d’intensité lumineuse absorbée par la solution, on déduit par comparaison avec des solutions

étalons, la concentration de la substance absorbante.

Figure17 : Schéma simplifié d’un spectrophotomètre UV-Visible

En solution diluée, la qualité de lumière absorbée est reliée à la concentration de l’analyse

par la loi de BEER LAMBERT :

A = ε c l

● L = longueur de la cuve (1 cm en général, avec une précision de 1%)



● C = concentration de la solution en mol/l

● = absorbance linéique décimale ou coefficient d’extinction spécifique qui dépend deε
la longueur d’onde. varie également en fonction des forces intermoléculaires et ε
donc du solvant utilisé





Dans cette partie nous nous  sommes intéressés à l’absorption du Plomb par l’espèce végétale

Atriplex Nummularia évoluant dans un sol naturellement minéralisé autour de la mine de Galène de

Kba (1200 mètres environ au Nord-Est du barrage Hassan Eddakhil errachidia ; points GPS :32° 2’ 15,

26” N; 4° 27’ 0,6” W). L’étude a été effectuée sur quatre échantillons de plantes et quatre échantillons

de sols. Deux techniques ont été mises en œuvre ; la spectroscopie d’absorption atomique (SAA) en

mode flamme pour quantifier le plomb et la colorimétrie pour mesurer le taux de proline.

Matériels et produits chimique utilisés
● produits chimiques

⮚ Tween 80
⮚ Acide nitrique HNO3 69%
⮚ Acide sulfosalicylique
⮚ Acide orthophosphorique H3PO4 98%
⮚ Acide chlorhydrique concentré (HCl)
⮚ Hydroxyde de sodium (NaOH)
⮚ Nitrate de plomb
⮚ D-Proline
⮚ Toluène
⮚ Ninhydrine
⮚ Acide acétique glacial

⮚ Eau bidistillée

● Matériel

⮚ Broyeur (mortier en porcelaine)
⮚ Balance de précision
⮚ pH mètre
⮚ Spectromètre d’absorption atomique de marque UNICAM 929
⮚ Agitateur
⮚ Spectrophotomètre UV VISIBLE double faisceau JASCO

II. Echantillonnage et protocoles de minéralisation

1-échantillonnage
Les plantes  A1 et A1’ sont situées au niveau de la mine (0 m), les plantes A2 et A2’ sont

situées à 800 mètres de la mine dans la direction Sud vers le  barrage.

Uniquement les parties aériennes ont été prélevées et par la suite seulement les feuilles ont

été analysées. Après élimination des grands gravats, les sols notés S1, S1’, S2 et S2’ ont été



prélevés autour des racines des plantes sur une profondeur de 20 cm. Les différents sites

d’échantillonnage sont distants de 200 mètres.

2- Préparation des échantillons :

Les échantillons prélevés ont été lavés deux fois avec de l’eau bi distillée, séchés dans l’étude

à 45 °C pendant 24 heures. Ces échantillons sont ensuite broyés à l’aide d’un mortier en

agate afin d’obtenir une poudre fine.

3-minéralisation :

Deux protocoles d’extraction et de mise en solution des métaux à analyser ont été mis en

œuvre : la calcination pour la plante et la minéralisation par voie humide en utilisant l’eau

régale pour les sols ainsi étudiés. La teneur en plomb a été ensuite déterminée par

spectrométrie d’absorption atomique en mode flamme.

a-minéralisation par voie sèche pour la plante

o Calcination

La décomposition par voie sèche (la calcination) est utilisée pour la plante étudiée, 1g

d’échantillon est mis dans un four à moufle puis porté à une température de 550°C avec une

montée en température de 2°C par minute. La cendre blanche obtenue est récupérée dans

1ml de HCl concentré, le mélange est ensuite  filtré et ramené à 25ml par l’eau bi distillée.

Figure : photo de cendre de la plante

b-minéralisation par voie humide du sol

o Mode opératoire

A 1g de sol broyé, on ajoute de l’eau régale (3ml de HCl et 1ml de HNO3), puis on chauffe le

mélange à sec à 90°C, après refroidissement on récupère le mélange dans 5ml de HNO3 1N,

après filtration on complète par HNO3 1N jusqu’à 500 ml.



III. Détermination du plomb sur les sols et plantes
choisies par SAA :
Le nitrate de plomb Pb(NO3)2 est séché à une température de 105°C pendant une heure. La

solution mère de 1 g/l de Pb est préparée en dissolvant 1.6 g de nitrate dans 1l d’eau bi

distillée.

1-Conditions spectrales d’analyse du plomb par SAA 

Mode instrument : flamme

Élément : Pb

Mode spectromètre : densité optique

Longueur d’onde : 217.1 nm

Fente : 0.5

Courant de la lampe : 75 %

Nombre de mesures : 3

Temps de mesure : 4sec

Type de flamme : air-C2H2

Mode d’étalonnage : normal

Unité de concentration : mg/l

Nombre d’étalons : 4

2-Analyse des solutions: A1, A1’, A2, A2’, S1, S1’, S2 et S2’ :

a-Courbe d’étalonnage :

Lors de l’analyse des solutions riches en plomb A1, A1’, A2, A2’, S1, S1’, S2 et S2’, la gamme

d’étalonnage est comprise entre 0 et 20 mg/l. Elle a été préparée à partir de la solution

mère par dilutions successives.

Tableau 1: les absorbances des étalons de plomb (0-20 ppm)

Concentrations
de plomb en ppm

0 5 9.4 10 15 20

Absorbance 0.017 0.126 0.248 0.257 0.383 0.479



Figure: courbe d’étalonnage du plomb

b-Absorbances et concentrations du plomb dans les A1, A1’, A2, A2’, S1, S1’, S2 et S2’ :

Les absorbances et concentrations du plomb dans les échantillons sont donnés dans les

tableaux suivants :

Tableau: les absorbances du plomb pour les échantillons A1, A1’, A2, A2’, S1, S1’, S2 et S2’ :

échantillons A1 A1’ A2 A2’ S1 S1’ S2 S2’
Absorbance 0.256 0.189 0 0 0.363 0.241 0 0

Tableau: Concentrations en plomb en mg/kg (MS) dans les échantillons A1, A1’, A2, A2’, S1,

S1’, S2 et S2’ :

échantillons A1 A1’ A2 A2’ S1 S1’ S2 S2’

Concentration en

mg/kg (MS)
252 181.3 ND ND 365 235.2 ND ND

ND : non détecté

3-Analyse des solutions pauvres en plomb : A2, A2’, S2 et S2’ :
 Les conditions spectrales d’analyse du plomb pour ces solutions sont identiques à celles

utilisées pour les solutions riches.

Le plomb contenu dans les solutions A2, A2’, S2 et S2’ n’étant pas détecté dans les conditions

de mesure précédentes,  une étape de pré concentration de l’analyte (Pb) s’est avérée



nécessaire dans ce cas. La  technique d’extraction au point trouble (cloud point extraction

CPE) décrite au paragraphe   P, a été utilisée, Le surfactant utilisé étant le polysorbate 80

(Tween 80).

a-Extraction au point trouble :

o Mode opératoire

La solution obtenue après calcination est neutralisée avec NaOH 0.1M, 5-15 ml de cette

solution sont mis dans un tube à centrifugation. Le pH a été ajusté à 8.5 par l’addition de 5ml

de tampon phosphate. Trois millilitres de la solution de Tween80 (4% v/v) sont ajoutés. Le

tube est chauffé à 60°C  pendant 60 min dans un bain marie, ensuite cette solution trouble a

été refroidie pendant 20 min à 4°C dans un réfrigérateur pour faciliter la décantation. La

phase décantée est dissoute dans 1mL de HNO3 1mol/l dans le méthanol pour diminuer la

viscosité. Le volume final est ajusté à 5mL par la solution de HNO3 1M.

b-Courbe d’étalonnage :

Lors de l’analyse des solutions pauvres en plomb A2, A2’, S2 et S2’, la gamme d’étalonnage

utilisée se situe entre  0 et 8 mg/L, cette gamme a été préparée à partir de la solution mère

en faisant des dilutions successives.

Tableau: les absorbances des étalons de plomb (0-8 ppm)

Concentrations de plomb
en ppm

0 2 4 6 8

Absorbance 0.022 0.07 0.119 0.167 0.194

Figure: courbe d’étalonnage du plomb



c-Absorbances et concentrations du plomb dans les solutions A1, A1’, S1 et S1’ :

Les absorbances et concentrations du plomb dans les échantillons pauvres en ce dernier sont

donnés dans les tableaux suivants :

Tableau 3: les absorbances du plomb pour les échantillons A1, A1’, A2 et A2’

échantillons A2 A2’ S2 S2’
Absorbance 0,098 0,075 N.D N.D
ND : non détecté

Tableau 6: Concentrations en plomb en mg/kg (MS) dans la plante Atriplex Nummularia et

dans les sols

échantillons A2 A2’ S2 S2’
Concentration en mg/kg (MS) 89.3 84.5 N.D N.D
ND : non détecté

Taux de proline
Chez les halophytes, la proline est un marqueur intéressant pour évaluer leur
résistance au stress salin ou bien au stress lié au taux de plomb dans notre étude.

1-Mode opératoire :
La quantité de proline a été calculée en utilisant la ninhydrine. 2 ml d'acide acétique
glacial et 2 ml de ninhydrine (2,5% de ninhydrine dans de l'acide acétique glacial et
acide orthophosphorique 6 M à 6:4 v / v) ont été ajoutés à 2 ml d'extrait d'acide
sulfosalicylique. Ensuite, la solution a été incubée à 100 ° C pendant 1 heure et
refroidie pendant 30 min à +4 ° C au réfrigérateur. La couleur étant développée, la
solution a été extraite avec 4 ml de toluène et l’absorbance est lue à 520 nm. La
quantité de proline a été calculée à partir d'une courbe d’étalonnage. La quantité de
proline dans l'échantillon a été exprimée en mg [proline] / g de poids sec de la plante,
une courbe d'étalonnage (0-20 mg / l) de Proline a été utilisée.

2-Courbe d’étalonnage de la proline
La gamme d’étalonnage se situe entre 0 et 16 mg/l:

Concentrations de proline
en mg/L

0 4 8 12 16

Absorbance 0.016 0.31 0.541 0.763 0.982



Figure: courbe d’étalonnage de proline

3-Absorbances et taux de proline dans les plantes A1, A1’, A2 et A2’ :
Tableau X: les absorbances liées au taux de proline pour les échantillons A1, A1’, A2 et A2’

Plantes A1 A1’ A2 A2’
Absorbance 0.212 0,2 0,098 0,075

Tableau 7: Taux de proline en mg [proline]/g (MS) dans la plante Atriplex Nummularia

Plantes A1 A1’ A2 A2’
Taux de proline 2.98 2.80 1.22 0.86

INTEPRETATION DES RESULTATS
A partir de ces résultats, on peut noter ce qui suit :

● Les taux de plomb admis par l’OMS est de 2 ppm et les concentrations trouvées dans

nos échantillons de  plante sont largement supérieures.

● Le taux est très élevé dans les échantillons se situant à 0m de la mine, cette

concentration diminue ensuite de moitié dans les plantes se situant à 800 mètres de

la mine.



● La concentration de plomb au niveau des sols des plantes A2 et A2’ est voisine de 0,

ce qui exclue le mécanisme d’absorption foliaire au détriment de l’absorption

racinaire.

● Le taux normal de proline dans les plantes non stressées se situe en moyenne vers 0.2

mg [proline]/g (MS). Pour les plantes étudiées dans ce travail, le taux de proline est

très élevé (0.86 -2.98 mg proline/g MS) et croit avec le taux de plomb dans les

plantes. Ces plantes sont donc hautement stressées.

Une étude plus large menée dans ce laboratoire a montré une corrélation très étroite entre

proline et quantité de plomb. Cela suggère que le plomb est le principal facteur de

stress chez cette plante.

Conclusion générale
Dans le cadre de ce projet de fin d’étude, l’absorption de l’élément trace métallique ;

Plomb a été étudiée sur quatre échantillons de la plante Atriplex Nummularia évoluant sur

un sol naturellement métallifère, autour d’une mine de galène. La concentration en plomb a

été déterminée par Absorption atomique.

Les résultats d’analyse indiquent un taux élevé en plomb, qui diminue quand même à mesure

qu’on s’éloigne de la mine. Les effets de stress métallique chez les plantes étudiées ont été

confirmés par les teneurs élevées en proline.

L’échantillon considéré dans le cadre de ce travail étant très restreint, aucune généralisation

des résultats obtenus sur l’ensemble de la population d’Atriplex dans la zone étudiée ne

saurait être justifiée. Une étude statistique sur un échantillon plus conséquent mérite donc

d’être considérée

La mise en œuvre d’autres techniques d’analyse, notamment l’absorption atomique en

mode four est nécessaire pour détecter et doser les faibles quantités de Plomb dans ces

végétaux.
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