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AVANT-PROPOS

Cette theése a été réalisée dans le cadre d’une convention de cotutelle entre 1’Université du
Burundi et [DInstitut National Polytechnique Félix Houphouét-Boigny (INP-HB) de
Yamoussoukro en Cote d’Ivoire, grace a une bourse du Gouvernement Francais, & travers
I’ Ambassade de France au Burundi.

Elle a bénéficié des contributions financiéres lors de la mise en place du pilote expérimental de
la part de I’ Ambassade de France au Burundi, du Projet VLIR -UOS Belgique / Université du
Burundi et du Laboratoire de Chimie, Sciences de la Terre et Génie de I'Environnement
(LACHIST) / Université du Burundi.

Elle a également bénéfici¢ du financement de I'Académie de Recherche et d’Enseignement
Supérieur (ARES) de la Belgique lors de la collecte des échantillons sur le terrain.

Ce projet de these se rapporte sur le traitement tertiaire par lagunage a macrophytes des eaux
de rejet des stations d’épuration des eaux usées d’INP-HB Centre en Cote d’Ivoire et de

Buterere au Burundi d’une part ; et sur la valorisation énergétique par co-digestion anaérobie
de la biomasse végétale utilisée en biogaz d’autre part.

En effet, la station de Buterere au Burundi n’élimine pas convenablement les nutriments et cela
pourrait entrainer des conséquences néfastes (notamment 1’eutrophisation) au lac Tanganyika,
son affluent, situé a 2 Km de celle-ci.

Les conditions climatiques étant presque similaire dans les deux pays (climat tropical humide) ;
les conditions optimales de la phytoremédiation ont été déterminée sur les échantillons d’eaux
usées préleves a la sortie de la station d’épuration d’INP-HB Centre en Cote d’Ivoire et puis
ces derniéres ont été appliquées pour traiter les eaux de rejet de la station d’épuration de
Buterere au Burundi.

Afin d’éviter la recontamination des eaux traitées par les macrophytes mortes, ces derniers ont

été utilisés pour produire du biogaz par le processus de co-digestion anaérobie.
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RESUME

Les stations d’épuration des eaux usées n’éliminent pas convenablement les nutriments a cause
de I’absence de traitement tertiaire. Cela favorise le phénomene d’eutrophisation des cours
d’eaux douces réceptrices des eaux de rejet de ces stations d’épurations. C’est dans ce contexte
que cette these intitulée « Traitement tertiaire par phytoremédiation des eaux issues des stations
d’épuration et valorisation énergétique des macrophytes en biogaz » a été menée. Pour mener
cette étude, quatre (4) objectifs de recherche ont été abordés : (1) étudier I’influence des facteurs
tels que le temps de séjour, la densité des plantes et la charge initiale en phosphore sur la
performance épuratoire des eaux usees par E. crassipes et P. stratiotes; (2) comparer I’influence
du traitement en modes continu et discontinu sur 1’élimination des nutriments contenus dans les
eaux usées domestiques ; (3) évaluer I’influence de la phytoépuration sur les métabolites
secondaires des macrophytes et (4) déterminer le pouvoir énergétique d’E. crassipes et P.
stratiotes aprés leur cycle d’utilisation en phytoremédiation. Les différents paramétres suivis
au cours de cette étude ont été analysés a I’aide des méthodes classiques standards. Le
traitement en mode batch des eaux de rejet de la STEP de I’'INP-HB Centre en Cote d’Ivoire
ont permis de montrer que le temps de séjour, la densité des plantes et la charge initiale en
phosphore exercent une influence sur 1’élimination de PO, NOs, NHs* et DCO.
L’optimisation des modéles mathématiques obtenus a I’aide du Plan Factoriel Complet indique
pour chaque cas que les conditions optimales correspondent a un temps de séjour de 30 jours,
une densité de plantes de 60 pieds/m? et une concentration initiale de PO de 10 mg/L. Ces
derniéres ont été appliquées pour traiter en mode continu ’effluent de la STEP de Buterere
(Burundi). Les essais ont été suivis tous les deux (2) jours a la sortie de chaque tank en évaluant
les concentrations des parameétres jusqu’a atteindre une efficacité de 86,0 %, 57,4 %, 46,2 %,
57,41 %, et 74,36 % respectivement pour NH4*, NOs,, POs* , DCO, DBO. Le screening
phytochimique réalisés sur les extraits de E. crassipes et P. stratiotes a révélé la présence des
composes phénoliques, des tannins et des flavoniques dans les deux macrophytes collectés au
niveau deux pays. La valorisation énergétique de E. crassipes et P. stratiotes a été réalisee par
co-digestion anaérobie d’un mélange des deux (2) plantes en présence de la boue de la STEP
servant d’inoculum. Les résultats issus de cette étude correspondent a 13 797 mL de biogaz

produits pour une période de 25 jours. La teneur en méthane de ce dernier est de 70,5%.

Mots Cles : Co-digestion anaérobie, eaux usées, Eichhornia crassipes, lagunage, mode batch,

mode continu, nutriments, optimisation, phytoremédiation, Pistia stratiotes
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ABSTRACT

Wastewater treatment plants do not adequately remove nutrients because of the lack of tertiary
treatment. This favors the phenomenon of eutrophication of the freshwater streams receiving
the discharge water from these treatment plants. It is in this context that this thesis entitled
"Tertiary treatment by phytoremediation of water from wastewater treatment plants and energy
recovery of macrophytes in biogas" was conducted. To conduct this study, four (4) research
objectives were addressed: (1) to study the influence of factors such as residence time, plant
density and initial phosphorus load on the purification performance of wastewater by E.
crassipes and P. stratiotes; (2) to compare the influence of continuous and batch treatment on
the removal of nutrients from domestic wastewater; (3) to evaluate the influence of
phytoremediation on the secondary metabolites of macrophytes; and (4) to determine the
energetic power of E. crassipes and P. stratiotes after their use in phytoremediation cycle The
different parameters monitored during this study were analyzed using standard classical
methods. The batch mode treatment of wastewater from the INP-HB Centre WWTP in Cote
d'lvoire showed that residence time, plant density and initial phosphorus load influence the
removal of POs*>> NOs, NH4* and COD. Optimization of the mathematical models obtained
using the Full Factorial Design indicates for each case that the optimal conditions correspond
to a residence time of 30 days, a plant density of 60 ft/m? and an initial PO4> concentration of
10 mg/L. These were applied to treat the effluent of the Buterere WWTP (Burundi) in
continuous mode. The tests were monitored every two (2) days at the outlet of each tank by
evaluating the concentrations of the parameters until reaching an efficiency of 86.08%, 57.37%,
46.21%, 57.41%, and 74.36% respectively for NH.*, NOs, POs>, COD, BOD. The
phytochemical screening performed on the extracts of Eicchornia crassipes and Pistia stratiotes
revealed the presence of phenolic compounds, tannins and flavonics in the two macrophytes
collected in the two countries. The energetic valorization of E. crassipes and P. stratiotes was
carried out by anaerobic co-digestion of a mixture of the two (2) plants in the presence of the
WWTP sludge serving as inoculum. The results of this study correspond to 13,797 mL of biogas
produced for a period of 25 days. The methane content of the biogas is 70.53%.

Keywords: Anaerobic co-digestion, wastewater, Eichhornia crassipes, lagooning, batch mode,

continuous mode, nutrients, optimization, phytoremediation, Pistia stratiotes.
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INTRODUCTION GENERALE

L'eau constitue un élément indispensable a tout étre vivant car sans elle la vie est

pratiqguement impossible. Cependant, cette précieuse source vitale est altérée par les activités
humaines qu’elles soient domestiques, industrielles, artisanales ou agricoles, etc. (Adjagodo et
al., 2016). En effet, aprés usage, 1’eau dite « usée » doit étre traitée avant de rejoindre le milieu
récepteur constitue généralement des eaux de surface (lac, riviere, fleuve, etc.). Sans traitement,
ces eaux usées contribuent a la réduction de la capacité auto-épuratrice des cours d’eau qui
dépend essentiellement de 1’oxygéne dissous. En outre, lorsque le rejet excede la capacité
auto-épuratrice de ces eaux de surface, la dégradation de 1'environnement s’accentue a la suite
de I’apparition des zones anoxies caractérisées par un appauvrissement sévere en oxygene. Cela
entraine directement la mort de la flore aquatique (Effebi et al., 2017) ou stimule la formation
des barrieres infranchissables empéchant par exemple la migration des poissons (Zaviska,
2011). A cela, D’enrichissement en phosphore et en nitrate favorise le phénoméne
d’eutrophisation par la prolifération des macrophytes et microphytes nuisibles a la faune
aquatique rendant difficile la baignade et la navigation (Pinay et al., 2017). L’utilisation de ces
caux de surface comme source d’eau brute pour la production d’eau potable nécessite de gros
investissement car le taux de traitement devient important par une forte consommation des
réactifs.
Pour protéger les milieux récepteurs et les cadres de vie de la population, les stations d'épuration
collectives (type boues activees, lits bactériens, lagunages) constituent souvent un des procédés
efficaces a moindre co(ts et les mieux adaptés surtout pour les pays a climat tropical (Koné,
2002). Toutefois, un des défis a relever pour ce systéme de traitement est 1’¢limination des
nutriments qui sont responsables de 1’eutrophisation des écosystémes aquatiques (Mama et al.,
2012; Wang et al., 2016; Gboko et al., 2019).

Au Burundi, la seule station d’épuration (STEP) de type lagunage naturel qui existe est
celle de Buterere située dans la zone urbaine de Buterere de la ville Bujumbura, sa capitale
économique. Elle ne permet pas d’éliminer convenablement les nutriments a cause de 1’absence
de traitement tertiaire (Nsavyimana, 2015; Buhungu et al., 2018). En outre, cette station qui
avait été congue en 1994 pour traiter 40 000 m%/j (Nsavyimana, 2015), doit désormais en traiter
plus a cause de la croissance démographique estimée a 2,4% (Anonyme 1, 2021). En effet,
I’étude de la qualité des eaux de la riviére Kinyankonge qui est un affluant du lac Tanganyika
et aussi, exutoire direct des rejets de la station d’épuration (STEP) de Buterere, a montré que

cette riviére est trés riche en nutriments (Buhungu et al., 2018).


https://www.teteamodeler.com/ecologie/biologie/ecosysteme/eau2.asp
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Parmi les différentes approches physiques, chimiques et biologiques utilisées pour
éliminer les nutriments des eaux usées, la phytoremédiation est considérée comme une
technologie prometteuse et peu colteuse par laquelle les plantes sont utilisées pour éliminer les
contaminants de I’ecau (Shah et al., 2015). En outre, cette technologie respectueuse de
I’environnement favorise la biodiversité, en fournissant des habitats pour les oiseaux, et la
consommation de CO- pendant la photosynthése dans les bassins de traitement (Sukumaran et
al., 2013; Guittonny-Philippe et al., 2015). En effet, ces plantes servent de support au
développement des bactéries qui effectuent la purification des matieres organiques en rendant
disponibles les nutriments nécessaires a la croissance de la plante qui, a son tour, fournit
I’oxygene pour la survie de ces bactéries hétérotrophes (Sun et al., 2019). En outre, ces
macrophytes, a la fin de leur cycle d'utilisation pour la phytoremédiation, peuvent étre utilisés
pour produire du biogaz en raison de leur forte teneur en humidité, en lignine et en cellulose
(Koyama et al., 2017). Selon Ribeiro et al. (2016), ce biogaz peut étre utilisé pour produire de
I'électricité ou comme carburant pour les véhicules. Cette source d’énergie pourrait étre une
opportunité pour les pays en développement (Fernandes et al., 2019). Tous les avantages de
cette technologie incitent de nombreux chercheurs a se concentrer sur le traitement des eaux
usées par phytoremédiation pour en tirer d’énormes profits.

De ce fait, le choix des plantes appropriées pour chaque type d'eaux usées est un facteur
clé dans la mise en ceuvre de la phytoremédiation. Ces plantes doivent répondre aux exigences
de croissance rapide et leur capacité a accumuler les nutriments en fonction des racines
immergées dans les eaux de surface (Gupta et Mahindrakar, 2012). Parmi les plantes pouvant
répondre a ces criteres, la jacinthe d'eau (Eichhornia crassipes) du groupe des macrophytes
flottants, a une grande capacité d'accumulation des nutriments et un bon systeme racinaire pour
favoriser une croissance prolifique (Gupta et Mahindrakar, 2012). De méme, Ismail et al.
(2015) et Kouamé et al. (2016) ont souligné que la laitue d'eau (Pistia stratiotes) a également
une forte capacité de croissance dans un environnement riche en nutriments. La reproduction
rapide et la croissance accélérée de ces deux (2) macrophytes sont étroitement liées a
I'assimilation des nutriments dans un milieu aqueux. En effet, des travaux antérieurs ont
rapporté que P. stratiotes double sa densité en cing (5) jours (Fonkou et al., 2010) contre 10
jours pour E. crassipes (Gupta et Mahindrakar, 2012). En outre, de nombreux facteurs tels que
la température, le pH et le rayonnement solaire peuvent influencer la croissance et les
performances optimales de ces plantes. A cette fin, E. crassipes et P. stratiotes ne tolérent pas
les basses températures car le gel tue les feuilles extérieures de la plante (Sharma et Reddy,

2004). Leur croissance optimale se situe a une température comprise entre 25 et 30 °C (Sale et

2
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al., 1985). C'est dans ce contexte que de nombreux auteurs ont souligné I'efficacité de ces deux
(2) macrophytes flottants pour traiter les eaux usées dans les régions tropicales (Gupta et
Mahindrakar, 2012 ; Mahunon et al., 2018). Plusieurs auteurs ont rapporté l'efficacité de ces
deux (2) macrophytes flottants pour éliminer les contaminants organiques, les nutriments et les
métaux lourds dans les eaux usées domestiques ou municipales (Gupta et Mahindrakar, 2012;
Qin et al., 2016). Néanmoins, la plupart de ces travaux ont été consacrés au traitement
d'effluents bruts fortement chargés en matiere organique et en métaux lourds. De ces travaux,
I’on peut citer ceux de Manjunath et Hina (2016) pour le traitement des eaux usées de l'industrie
textile, de Mahunon et al. (2018) pour le traitement des eaux usées de porcherie, de Ugya et
al. (2019) pour le traitement des eaux usées des activités de teinture et de Parwin et al. (2019)
pour le traitement des eaux usées de cuisine. Les résultats de ces différentes études précitées
ont montré que ces plantes aquatiques éliminent les composés organiques et les métaux lourds
ainsi que les différentes formes des composés phosphatés et azotés.

Par ailleurs, la plupart des études de phytoremédiation ont été menées en utilisant la
méthode classique qui consiste a varier I'un des paramétres en maintenant les autres fixes. Cette
méthode classique d'expérimentation nécessite de nombreux tests qui prennent du temps. Elle
ignore les effets d’interaction entre les parametres et conduit a une faible efficacité (Hu et al.,
2007 ; Ismail et al., 2015 ; Rezania et al., 2016). Quelques auteurs se sont intéresses a faire des
¢tudes comparatives sur le rendement d’enlévement des polluants dans les eaux usées en
utilisant E. crassipes et P. stratiotes (Gupta et Mahindrakar., 2012; Qin et al., 2016 ; Kouamé
et al.,, 2016 ; Zimmels et al., 2019). Les résultats issus de ces travaux conduisent a des
conclusions contradictoires car pendant que certains trouvent que 1’efficacité¢ d’élimination de
’azote et de phosphore est attribuée respectivement a E. crassipes et P. stratiotes (Qin et al.,
2016 ; Kouamé et al., 2016), d’autres rapportent le contraire (Gupta et Mahindrakar, 2012 ;
Zimmels et al., 2019 ). En outre, ces études ont été réalisées, pour la plupart dans des dispositifs
d’expérimentation en mode batch. Ainsi, ces résultats seraient difficiles a appliquer sur des
systémes de traitement continu réalisé dans des conditions reelles sur le terrain.

Les limites de cette méthode classique peuvent étre surmontées en appliquant la
méthodologie de recherche expérimentale qui implique une conception statistique d'expériences
ou tous les facteurs ou parameétres varient ensemble au cours d'une série d'essais (Ano et al.,
2019). Parmi les plans d’expériences, le Plan Factoriel Complet (PFC) utilise certains outils
statistiques qui facilitent leur mise en ceuvre pour générer des modeles mathématiques capables
de prédire les résultats ayant une corrélation avec les réponses expérimentales ( Vera et al.,

2014). Pour cette méthode, les rendements d'élimination sont bien meilleurs si le choix des
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facteurs constituant les variables de fonctionnement est bien fait. Ainsi, I'étude comparative
entre E. crassipes et P. stratiotes en phytoremédiation dans des conditions optimales, qui n’a
pas encore été rapportée sur les effluents domestiques issus des stations a boues activées, peut
étre envisagée. Cette étude vise a reduire efficacement les nutriments et la pollution organique
en utilisant E. crassipes et P. stratiotes dans des conditions optimales définies par le temps de
séjour, la densité de plantes et la concentration initiale de phosphore. En effet, le phosphore
étant I'un des principaux éléments nutritifs nécessaires a une croissance harmonieuse des
plantes, une variation de sa concentration pourrait avoir une influence sur I'efficacité de la
phytoremédiation (Conley et al., 2009 ; Qin et al., 2016). Cette efficacité a été évaluée en
suivant la réduction de la Demande Chimique en Oxygéne (DCO), de I'azote ammoniacal (N-
NH.4*"), du nitrate (NO3") et du phosphore (PO+*) selon les différentes conditions expérimentales
définies par le PFC. Les essais pour obtenir 1’efficacité dans les conditions optimales ont été
réalisés dans des bacs en polyéthylene selon le PFC pour traiter les eaux de rejet de la STEP de
I’INP-HB Centre (Yamoussoukro, Cote d’Ivoire). Ces conditions optimales ont été appliquées
au cours de cette étude pour traiter a I’échelle pilote (dans des tanks) en mode semi-continu les
eaux de rejet de la STEP de Buterere au Burundi.

Au meilleur des connaissances, peu d’études sur la phytoremédiation des eaux usées
mettant en jeux 1’action combinée d’E. crassipes et de P. stratiotes et fonctionnant sous climat
tropical ont été menés. A cet effet, une hypothese de recherche selon laquelle 1’action combinée
d’E. crassipes et P. stratiotes peut donner un rendement important d’élimination des nutriments
dans un systéme de lagunage a macrophytes pour traiter les eaux de rejet du bassin facultatif de
STEP de Buterere. De ce fait, le traitement tertiaire qui constituait le bassin de maturation de la
STEP de Buterere serait substitué par les bassins a E. crassipes et P. stratiotes. Cela pourrait
étre possible si on tient compte des facteurs influencant le traitement en mode continu comme
le temps de séjour hydraulique (TSH) pour obtenir un taux important d’élimination des
polluants (Mara, 2003).

Un autre défi a relever est la gestion des déchets apres leur cycle d’utilisation en
phytoremédiation des eaux usées car ces plantes doivent étre renouvelées apres leur maturation
afin d’eviter la recontamination des eaux usées traitées par aprées par la mort des plantes. Il serait
donc intéressant de trouver des voies de valorisation de ces macrophytes en fin de cycle
d’utilisation constituant ainsi des déchets en grande quantité. Plusieurs auteurs ont rapporté
I’utilisation d’E. crassipes et P. stratiotes dans la production du biogaz par méthanisation
(Almoustapha et al., 2009 ; Muthoni et al., 2015 ; Njogu et al., 2015 ; Pantawong et al., 2015 ;

Adjahatode et al., 2016). Toutefois, la plupart de ces travaux ont été menés en utilisant qu’une
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seule plante. La présente étude se propose de déterminer le rendement méthanogeéne d’un
processus de co-digestion anaérobie d’E. crassipes et de P. stratiotes en présence de la boue
biologique de la STEP servant d’inoculum.

De tout ce qui précede, cette thése qui s’intitule: « Traitement tertiaire par
phytoremédiation des eaux issues des stations d’épuration et valorisation énergétique des
macrophytes (Eicchornia crassipes et Pistia stratiotes) en biogaz » a pour objectif général de
traiter des effluents domestiques par E. crassipes et P. stratiotes et de valoriser la biomasse de
ces deux (2) macrophytes en énergie. De cet objectif général, se dégagent quatre (4) objectifs

spécifiques :

déterminer les effets du temps de séjour, de la densité des plantes et de la charge initiale

en phosphore sur la performance épuratoire d’E. crassipes et de P. stratiotes dans le

traitement tertiaire eaux usees ;

- examiner l’influence du traitement en mode semi-continu sur I’élimination des
nutriments dans les eaux usees domestiques ;

- évaluer l’influence de la phytoépuration sur les métabolites secondaires des
macrophytes ;

- déterminer le pouvoir énergétique d’E. crassipes et de P. stratiotes aprés leurs

utilisations en phytoremédiation.

% Originalité de ce travail

- Dans la littérature, Peu de travaux sur ’application des résultats de da la méthodologie
de recherche expérimental sur des systémes de traitement des eaux usées domestiques
en mode continu réalisé dans des conditions réelles sur le terrain ont été menés ;

- Laproduction d'énergie a partir de la co-digestion d’E. crassipes et de P. stratiotes apres
leur cycle d’utilisation en phytoremédiation constitue une valeur ajoutée en maticre
d'assainissement des eaux usées.

Cette these est structurée en trois (3) grandes parties. La premiere partie présente une revue de
la littérature consacree aux généralités sur les systémes collectifs d’épuration des eaux usées,
les pollutions azotées et phosphatées, la phytoépuration, quelques notions relatives aux
métabolites secondaires des vegétaux, aux plans d’expériences, et sur la digestion anaérobie.
La deuxiéme partie présente le matériel et les méthodes ayant permis la réalisation de ce travail.
La troisiéme partie est consacrée a la présentation et la discussion des résultats. Une conclusion

génerale et des recommandations vont sortir de nouvelles perspectives de recherche.
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CHAPITRE I. ETAT DES LIEUX DE L’ASSAINISSEMENT COLLECTIF DANS
LES ZONES D’ETUDE ET GENERALITES SUR LES
POLLUTIONS AZOTEES ET PHOSPHATEES DES EAUX

1.1. Etat des lieux de ’assainissement collectif dans les zones d’étude

1.1.1. Situation géographique, démographique et hydrographique de la ville de

Bujumbura

La ville de Bujumbura, capitale économique de la République du Burundi, est située a 1’Ouest
du pays et au bord du lac Tanganyika. Ce lac a une superficie de 32 800 km? est le deuxiéme
lac plus profond du monde apres le Baikal (Brion et al., 2006). 1l se situe au Nord de Kigoma,
au Nord-Est de Baraka et & I'Est d'Uvira en République Démocratique du Congo (RDC). La
ville de Bujumbura se situe a 3°22'32" de latitude Sud et 29°21'33" de longitude Est. Le climat
de Bujumbura est de type tropical, caractérisé par un ensoleillement dominant toute lI'année.
Ces données physiques influencent la répartition spatiale de la pluviométrie dont les moyennes
annuelles varient entre 800 et 1 000 mm/an ( Sinarinzi , 2005) . Bujumbura, comme I'ensemble
du pays connait deux grandes saisons: une saison séche qui dure quatre (4) mois (Juin &
Septembre) et une saison pluvieuse, la plus longue qui s'étale sur neuf (9) mois, d’octobre a mai
(Sinarinzi, 2005). L'altitude de la ville de Bujumbura est comprise entre 774 et 1 000 m (774 m
correspondant au niveau du lac Tanganyika par rapport a celui de la mer), ce qui lui confere un
niveau relativement bas par rapport a celui de I'ensemble du pays. Cette ville s'étend
actuellement sur une superficie de 14 500 hectares. Elle est située a 1 200 km de I'Océan Indien,
a 2 200 km de I'Océan Atlantique, a 3 800 km de la mer Méditerranée et a 3 500 km du Cap
(Afrique du Sud) (Gahiro, 2011). Cela montre que le Burundi est un pays enclavé et éloigné de
la mer.
Pour accéder a la mer a des fins d'importation ou d'exportation, le pays dispose de quatre (4)
principales voies :
- la premiére (la plus utilisée) est une voie routieére appelée corridor Nord : Burundi
(Bujumbura)- Kigali (Rwanda)- Kampala (Ouganda)- Mombassa (Kenya) ;
- la deuxieme est également un axe routier appelé Corridor Central : Bujumbura
(Burundi)- Kobero (Burundi)- Dodoma (Tanzanie)- Dar-Es-Salaam (Tanzanie) ;
- la troisieme voie, nommée corridor Est, est mixte "ferrée-maritime » : Burundi
(Bujumbura)- Kigoma (Tanzanie) par le lac Tanganyika ; puis Tabora-Dar-Es-Salaam
(Tanzanie) par rail ;
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- la quatrieme et derniére voie, est aussi mixte "maritime-terrestre”, elle est nommée
corridor Sud : Burundi (Bujumbura)- Mpulungu (Zambie) en passant par le lac
Tanganyika ; puis Mozambique.

Partant de ce constat des corridors qui permettent au Burundi d'accéder a la mer, on peut dire
que le lac Tanganyika joue un réle économique et social important. Sa faune revét une grande
diversité d'espece d'animaux (plus de 1 300 especes) dont plus de 600 parmi eux sont des
espéces endémiques (non rencontrés dans aucun autre lac du monde) (Vincens, 1993).

Le lac Tanganyika est, d'aprés Cohen et al. (2005), la deuxiéme réserve mondiale en eau douce
et constitue par ailleurs une source importante en eau de consommation pour la majeure partie
de la population de la ville de Bujumbura [plus de 90 % ; information qui a été communiquée
par la Régie de production et de distribution d'eau et d’électricité (REGIDESO)]. Avec une
superficie de 32 800 km?, 1470 m de profondeur, 673 km de longueur, d'une largeur moyenne
de 50 km, 1 838 km de périmétre et 18900 km? de volume (Cohen et al., 2005), ce lac apporte
un revenu important aux pays riverains (Burundi, République Démocratique Congo, Tanzanie
et Zambie). La production annuelle en poissons est estimée entre 165 000 et 200 000 tonnes/an
(Allison et al., 2000). De méme, ce lac renforce les moyens d'échanges pour le transport des
marchandises et des personnes. Cependant, compte tenu de son niveau d'altitude plus bas par
rapport a celui des agglomérations érigées sur ses rives, le lac Tanganyika constitue le principal
milieu récepteur des pollutions de toutes sortes générées dans ces agglomérations [Bujumbura
(du c6té du Burundi), Uvira, Kalemie et Moba (du cété de RD Congo), Kigoma et Kipili (du
coté de la Tanzanie) et Mpulungu (du coté de la Zambie)]. Ces agglomérations abritent
¢galement une variété d'industries et d'activités qui génerent des quantités énormes d’eaux
usées. Ces eaux usées constituent donc un danger pour ce lac si elles ne sont pas traitées. Du
coté de Bujumbura (Burundi), qui est concerné par cette étude, la population est actuellement
estimée & 1 225 414 d’habitants avec une densité de 11 668 hab/km? et est répartie en trois (3)
communes (Muha, Mukaza et Ntahangwa) composées de treize (13) zones (Buterere, Kinama,
Cibitoke, Kamenge, Ngagara, Gihosha, Nyakabiga, Bwiza, Buyenzi, Rohero, Kinindo, Musaga
et Kanyosha). Sur la base de cette donnée démographique, il est évident que les rejets d’eaux

usées sont non négligeables.

1.1.2. Systeme d'assainissement collectif & Bujumbura

Dans la ville de Bujumbura, I'assainissement collectif concerne principalement le centre-ville.

Dans cette localité, les eaux usées collectées sont acheminées par un réseau d'égout vers la
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station d'épuration (STEP) de Buterere (Figure 1). Sur treize zones, reparties actuellement en
trois communes, seulement cing (Ngagara, Buyenzi, Bwiza, Nyakabiga et Rohero) sont
partiellement raccordées a la STEP de Buterere (Bigumandondera, 2014).

Par ailleurs, cette station d'épuration d'une superficie d’environ 64 hectares, avait été
dimensionnée pour une charge nominale de 266 667 Equivalent-Habitants (EH), calculée sur la
base du débit journalier maximal a traiter de 40 000 m®/J et d'un volume de rejet par EH de 150
L/J (Niyongabo, 2006). Son exploitation date de I'année 1994 et le projet avait été réalisé dans
le but de collecter, d’évacuer et de traiter toutes les eaux usées générées dans la zone du projet

(Niyongabo, 2006). Les riviéres qui traversent la ville de Bujumbura emportent généralement

avec elles une pollution générée dans la ville, lorsqu'elle n'est pas traitee.
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Figure 1: Zones a assainissement collectif et non collectif en ville de Bujumbura

(Bigumandondera, 2014)
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1.1.3. Description de la station d’épuration de Buterere

La station d’épuration de Buterere, est une station d'épuration de type lagunage naturel (Figure
3). Elle a été implantée en zone urbaine de Buterere et elle est située a environ deux kilometres
du lac Tanganyika. Elle s'étend sur une superficie d'environ 64 hectares (Niyongabo, 2006).
Cette STEP rejette ses effluents dans la riviere Kinyankonge qui est située tout pres de celle-ci.
Le systeme lagunage naturel de Buterere comprend deux (2) séries de bassins montées en
parallele et fonctionnant en alternance (Figure 2). Chacune de ces séries est donc constituée :
(i) d'un bassin anaérobie (BA), (ii) d'un bassin facultatif (BF) et (iii) d'un bassin de maturation
(BM). Chacun de ces bassins joue un réle spécifique et il est dimensionné de maniére a
accomplir sa tache. Le principe d'épuration est basé sur l'activité microorganismes qui

dégradent la matiere organique (Boukary, 2019).

BA1
BM1 | BF1
BMm2 BF2 BA2

T

Figure 2 : Schéma d'illustration de la station d'épuration (STEP) de Buterere
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Figure 3 : Photographie de la station d'épuration (STEP) de Buterere

1.1.3 .1. Bassins anaérobies

Les deux (2) bassins anaérobies sont placés en amont du systéme et sont montés en paralléle.
Ils sont dimensionnés de maniére a favoriser la décomposition anaérobie, c'est a dire que ce
sont les bactéries anaérobies qui dégradent la matiére organique (Edeline, 1997). Il est par
conséquent dépourvu d'oxygene et d'algues. L'entrée et la sortie d'eaux dans le bassin sont
situées dans des coins diagonaux de celui-ci et I'objectif est d'augmenter le temps de séjour
hydraulique (TSH). Quant aux caractéristiques géométriques de chacun d'eux, elles sont
présentées dans le Tableau 1. Suivant les normes proposées par I'OMS, un bassin anaérobie doit
étre caractérisé par un temps de séjour hydraulique (TSH) de 1 a 5 jours avec une profondeur
de 2,5 a 5 métres (Mara, 2003). En comparant les valeurs présentées dans le Tableau 1 avec les
normes OMS, I’on peut dire que chacun des bassins anaérobies de la STEP de Buterere a été
dimensionné en respectant la réglementation internationale.

1.1. 3. 2. Bassins facultatifs

Les deux (2) bassins facultatifs montés en paralléle viennent aprés les bassins anaérobies. 1ls
sont dimensionnés de maniere a favoriser la décomposition aérobie, c'est a dire que ce sont les

bactéries aérobies qui dégradent la matiere organique (Edeline, 1997). Dans de tels bassins, la
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présence d'oxygeéne dissous est obligatoire dans les couches supérieures pour que les bactéries
aerobies et/ou facultatives ainsi que les algues puissent assurer convenablement leur réle
épurateur. Dans les couches inférieures, il n'y a pas évidement d'oxygéne dissous. Mais du fait
que ces bassins sont moins profonds, la couche inférieure est trés négligeable de sorte que son
influence ne se fait pas remarquer. Techniquement, les bassins facultatifs recoivent les effluents
qui sortent des bassins anaérobies, c'est & dire dont une partie de pollution a été déja éliminée.
L'entrée et la sortie d'eaux dans le bassin sont situées dans des coins diagonaux de celui-ci et
I'objectif est d'augmenter le temps de séjour hydraulique (TSH). Toutefois, les normes OMS
envisagent qu’un bassin facultatif doit étre caractérisé par un temps de séjour hydraulique

(TSH) de 5 a 50 jours avec une profondeur de 1 a 1,5 metres (Mara, 2003).
I.1. 3. 3. Bassins de maturation

Les deux (2) bassins de maturation montés en parallele viennent apres les bassins facultatifs.
Ces bassins sont placés en aval du systéeme et sont également appelés bassins de finition. Leur
principe de fonctionnement est basé sur la décomposition aérobie et leur role principal est
I'élimination des agents pathogenes, la réduction des nutriments (azote et Phosphore),
I'élimination des matiéres en suspension et des matiéres organiques biodégradables n‘ayant pas
été éliminées lors des étapes précédentes (Mara, 2003). L'entrée et la sortie d'eaux dans le bassin
sont situées dans des coins diagonaux de celui-ci et I'objectif est d'augmenter le temps de séjour
hydrauliqgue (TSH). Les normes OMS recommandent que de tels bassins doivent étre
caractérisés par un temps de séjour hydraulique (TSH) de 3 a 20 jours avec un minimum de 5
jours lorsqu'on travaille sur une seule ligne, c'est a dire quand on ne dispose pas des bassins

montés en paralléle (Mara, 2003).

Les caractéristiques géométriques de chacun des bassins de la STEP de Buterere sont

présentées dans le Tableau 1.
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Tableau 1 :Caractéristiques géométriques des bassins de la STEP de Buterere (Niyongabo,

2006).
Bassins BA:1 BA: BF: BF2 BM: BM:2
Longueur (m) 90 90 528 528 731 731
Largeur (m) 150 150 150 150 150 150
Surface (m?), (LxI) 13500 13500 79200 79200 109 650 109 650
Profondeur (m) 2 2 1,5 1,5 1 1
Volume (m3) 27000 27000 11880 118800 109650 109 650
TSH (j) 1,35 1,35 5,94 5,94 5,48 5,48

Débit théorique (m®j) 20000 20000 20 000 20000 20 000 20 000

La capacité épuratoire de la STEP de Buterere peut étre évalué en comparant les valeurs
obtenues par la caractérisation de I’effluent du bassin de maturation de la STEP (Nsavyimana,
2015) et aux valeurs relatives a la norme de rejet des eaux usées selon I’OMS (Carr et al., 2004).
En effet, le bassin de maturation correspond a la derniére étape de traitement de la STEP de
Buterere. Le tableau 2 montre que les caractéristiques des eaux de rejet de la STEP sont en
dehors des valeurs limites préconisées par I’OMS (Carr et al., 2004). Cela révéle les limites de
cette STEP qui rejette des eaux susceptibles de polluer directement la riviere Kinyankonge, son
exutoire. La pollution de cette riviere entraine directement la pollution du lac Tanganyika, son
affluent, qui est situé a 2 Km de celle-ci (Buhungu et al., 2018). Par ailleurs, si I’enlévement de
la pollution organique évaluée par la teneur en DCO et en DBO (Tableau 2) semble satisfaisant,
ce procéde¢ présente des limites en ce qui concerne 1’élimination des nutriments (phosphore et
azote). Ainsi, le recourt au procédé de traitement tertiaire par lagunage utilisant les P. stratiotes
et les E. crassipes, pourrait trouver sa place dans cette étude afin d’éliminer les nutriments qui

sont difficiles a éliminer par lagunage naturel.
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Tableau 2 : Comparaison de la qualité des effluents traités par la STEP Buterere aux valeurs
limites des rejets des eaux usées

Rejets de la STEP
Buterere/Burundi  Valeurs limites des

(Nsavyimana, rejets des eaux usées
Parameétres 2015) (Carr et al., 2004)
pH 8,2+0,13 6,5-9,5
Chlorophylle A (ug/L) 6125 +101,0 0-200
Chlorophylle Brute
(ng/L) 424,30 £ 9,55 0-200
Chlorophylle C (ug/L) 1280,10+ 8,18 0-200
PO4* (mg/L) 25,40 + 3,13 <2
N-NH4* (mg/L) 68,50 + 10,89 <15
N-NOs (mg/L) 41,20 + 4,71 <30
DCO (mg O2/L) 123,00 £ 17,92 <150
DBOs (mg O2/L) 51,00 + 6,98 <50

1.1.4. Situation géographique, démographique et hydrographique de la ville de
Yamoussoukro

< Situation géographique
La ville de Yamoussoukro est la capitale politique de la Cote d’Ivoire. Elle est située au centre
du pays, a 248 km de la ville d'Abidjan, entre 6°40° et 7° de latitude Nord et entre 6°48” et
5°30° de longitude Ouest, Yamoussoukro couvre une superficie 3500 kilomeétres carrés et
compte 14 quartiers organisés (Bede, 2010). Elle est limitée au Nord par le Département de
Sakassou, a I’Est par le Département de Dimbokro, a ’Ouest par le Département de Bouaflé
eau Sud par le Département de Toumodi. Les lacs numéro neuf (9) et dix (10) ou ont été
collectés les macrophytes utilisés dans cette étude sont délimités par les quartiers Habitat et
N’Zuessi (Figure 4). La ville de Yamoussoukro est accessible & partir du Sud (Abidjan) par
voie autoroutiére, en provenance du Nord (Bouaké) ou de I'Ouest (Daloa, Sinfra).

% Relief

Le relief du District Autonome de Yamoussoukro est dans I’ensemble un type de relief de
plaines et de plateaux, ou la planité et des horizons est le caractére fondamental du paysage. On
peut distinguer plusieurs niveaux de plateaux étagés, entre 200 et 500 meétres, séparés les des
autres par un talus de faible hauteur (10 a 30 metres) (Bede, 2010). Ce type de relief est

caractéristique de celui de la zone centre de la Cote d’Ivoire (Anonyme 2, 2013).
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< Hydrographie

Le District Autonome de Yamoussoukro bénéficie d’un réseau hydrographique essenticllement
compos¢ de la Marahoué¢ (ou Bandama rouge) et du N’Zi, deux affluents du Bandama, seul
fleuve a prendre sa source en Cdte d’Ivoire. Ces deux cours d’eau appartiennent au régime
équatorial de transition atténué, intermediaire entre le régime tropical de transition le régime
équatorial de transition. La saison des moyennes et hautes eaux s’étale de Mai a Novembre,
mais le dédoublement de la crue annuelle n’est plus toujours marqué (Kra, 2007). Il est
nécessaire que la pluviosité de la deuxiéme saison des pluies soit tres faible pour que la pointe
de Juin —Juillet devienne prédominante par rapport a celle de Septembre —Octobre.

% Climat

La ville de Yamoussoukro est soumise a un climat équatorial comportant quatre saisons
(N’guessan et al., 2014) :

= une longue saison séche de mi-novembre a mi-mars, caractérisée par la présence, en

décembre et janvier, d’harmattan, qui abaisse considérablement I'humidité ;

= une longue saison des pluies, de mi-mars a mi-juillet ;

= une courte saison seche de mi-juillet a mi-septembre ;

= une courte saison des pluies, de mi-septembre a mi-octobre.
Les moyennes des quantités de pluie varient de 900 a 1 100 mm par an, avec une répartition
spatiale tres variable dans I’année et d’une année a 1’autre (N’guessan et al., 2014). La
température moyenne de la commune de Yamoussoukro est d’environ 25,85 °C (N’guessan,
2015).

< Démographie

Yamoussoukro est une commune cosmopolite avec une population estimée a pres de 355 573
habitants, soit une densité de 85,7 habitants au kilométre carré (Bede, 2010). Cette population
est jeune avec 56,46 % des habitants qui ont au moins 20 ans (Ba, 2014). En partant de
I’hypothese que le transfert de la capitale sera achevé a I’horizon 2050 et en appliquant un taux
d’accroissement moyen de 4,5 % entre 2015 et 2030 et 2,70 % entre 2031 et 2050, 1a projection
de la population par période quinquennale est présentée par le Tableau 3 (Anonyme 3, 2016).
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Tableau 3 : Estimation de la population de la ville de Yamoussoukro a 1’horizon 2050

Annee 2015 2020 2025 2030 2050
Population 259 333 323155 399 900 500 113 852 788

% Urbanisation et Tourisme

La commune de Yamoussoukro est organisée autour de I'axe principal qui conduit vers le Nord
du pays. Elle est divisée en plusieurs quartiers dont les plus peuplés sont Assabou, Habitat,
Dioulakro, Kokrenou, Morofé, N'zuessi, 220 Logements, Energie (Anonyme 4, 2021). Le
quartier Habitat constitue un centre d’intérét, vu sa position au centre de la ville. Elle comporte
également d'immenses boulevards, larges comme des autoroutes et éclairés en permanence,
mais souvent désespérément vides, reliant des constructions plus modernes.

Sur le plan touristique, Yamoussoukro reste un important centre urbain par la disposition de
nombreux lacs artificiels et des lacs aux caimans, des édifices comme la basilique notre dame
et aussi la fondation Felix Houphouét Boigny. La figure 4 localise les lacs dans 1’espace urbain

de Yamoussoukro.
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Lécende

[] Habitations
[:] Infrastructures
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Lacs 9 et 10

8040 0 80
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Figure 4 : Localisation des lacs artificiels de la Ville de Yamoussoukro (Bede, 2010)
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I.1.5. Description de la station d’Epuration de ’INP-HB Centre

La station d’épuration de I'INPHB Centre traite les eaux résiduaires en provenance de la cité
estudiantine de I’Institut National Polytechnique Félix Houphouét Boigny (INP-HB) de
Yamoussoukro. Elle est située a 6° 52’ 43”’de latitude Nord et a 5° 13’ 36”’de Longitude Ouest.
A I’instar de la STEP de Buterere ; cette station est de type lagunage naturel mais s’étend a une
superficie d’environ 1 hectare (ha) contrairement a celle de Buterere dont la superficie est de
64 hectares (ha) car cette derniere est destinée a traiter les eaux usées de toute la ville de

Bujumbura.

Les caractéristiques de ’effluent de la STEP de I’INP-HB Centre sont présentées dans le
Tableau 4. Elles montrent que les valeurs des paramétres de pollution tels que la DCO, les
matieres en suspension (MES) et la DBOs sont toutes supérieures aux normes de rejet. On note
également la teneur élevée en nutriments sous différentes formes (azote et phosphore). Cela
peut contribuer a I'eutrophisation des cours d'eau (Rezania et al., 2016). Ces caractéristiques
confirment la nécessité d'un post-traitement car les parametres indicateurs de la pollution
dépassent les normes de rejet. Par conséquent, la phytoremédiation étant un procédé facile a
mettre en ceuvre et peu couteux (Qin et al., 2016) peut étre utilisée afin de poursuivre le
traitement de cet effluent.

Tableau 4 : Caractéristiques de 1'effluent a la sortie de la STEP de I’INP-HB Centre.

pH MES POs*  NHs* NOs DCO DBOs
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mgO2/L) (mgO2/L)
Valeurs mesurées 7,5 120 10 28,5 32,5 330 260
Valeurs limites 6,5-95 <30 <2 <15 <30 <125 <25

(Silva, 2008)

I.2. GENERALITES SUR LES POLLUTIONS AZOTEES ET PHOSPHATEES DES
EAUX

1.2.1. Généralités sur la pollution azotée

L'azote (N) est présent partout dans le sol, 1’air et ’eau. Il peut également peut atteindre les
nappes phréatiques par l'intermédiaire de l'eau (par drainage ou par minéralisation et
précipitations) (Turin, 1990). Dans I’atmosphére, il est en grande partie présent sous forme
gazeuse inerte (N2). L’ensemble des réactions biologiques de croissance des plantes nécessite

la présence de 1’azote (Rabinowitz et Greppin, 1991). L’azote est un nutriment essentiel a la
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croissance des plantes, mais lorsqu’il est présent en exceés dans [’écosysteéme, des
contaminations ont lieu vers les hydrosystemes sous forme de nitrate (NOs) ou vers
I’atmosphére sous forme de protoxyde d’azote ou oxyde nitreux (N20). L’ oxyde nitreux est un
gaz a effet de serre dont le potentiel de réchauffement est 298 fois plus élevé que celui du
dioxyde de carbone (CO>) (Billen et al., 2013). L’homme a fortement modifié les proportions
de nitrate et de nitrite, du fait essentiellement de I'application d'engrais riches en nitrate pour
amender le sol. L'azote est également émis en grande quantité par les industries, augmentant
ainsi I'apport de nitrate et de nitrite dans le sol et dans I'eau (Figure 5). A cet effet, la teneur en
nitrate ne cesse d’augmenter de fagon importante dans les ressources aquatiques. Les nitrates
et les nitrites présentent plusieurs effets néfastes sur la santé humaine. Les plus communs
(Rodier et al., 2016) sont:

e les réactions avec I'hémoglobine du sang, provoquant une diminution des capacités de

transport de I'oxygéne (nitrites) ;

e la diminution du fonctionnement de la glande thyroide (nitrates) ;

e |e manque de vitamine A (nitrates) ;

e la production de nitrosamines, qui sont connues comme l'une des causes les plus

communes de cancer (nitrites et nitrates).
1.2.1.1. Origines et formes de I’azote dans les eaux usées
1.2.1.1.1. Origines de I’azote dans les eaux usées

Les composés azotés sont utilisés dans divers domaines. Suivant les différents usages, les
origines de I’azote des eaux usées sont classées en trois (3) sources principales a savoir les eaux
usées domestiques, les eaux résiduaires urbaines et eaux usées industrielles et eux usées des

rejets agricoles (Smith et al., 1999) :

1.2.1.1.1.1. Eaux usées domestiques

Pour cette source, 1’azote existe principalement sous la forme d’azote organique (urée, acide
urique, créatinine) et d’azote ammoniacal. L urée et les acides aminés s’ hydrolysent rapidement
pour donner de I’ammonium. Selon le temps de s¢jour dans le réseau d’assainissement, 1’azote

organique sera plus ou moins ammonifié (Farawati et al., 2019).

1.2.1.1.1.2. Rejets des eaux résiduaires urbaines et aux industrielles
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Les concentrations d’azote dans le rejet urbain et industriel varient selon 1’activité urbaine ou
les types d’industries. L’azote présent dans les eaux résiduaires urbaines provient
principalement des déjections humaines. Les urines contribuent largement a cet apport
essentiellement sous forme d’urée, d’acide urique et d’ammoniaque. Par ailleurs, les eaux de
cuisine véhiculent des protéines comportant des acides aminés, et certains agents de surface
(assouplissant,...) qui incluent dans leurs molécules des radicaux azotés(Gaélle et al., 2001).

Les industries présentant un faible niveau de pollution, telle que celle de la fabrication du papier
produisent des concentrations de 5 a 20 mg/l d’ Azote total Kjeldahl (NTK) (Gaélle et al., 2001).
Pour les industries les plus polluantes, le rejet présente des concentrations beaucoup plus

importantes (exemple : production d’engrais azotés : 1 500 et 5 000 mg/l) (Guergueb, 2016).

1.2.1.1.1.3. Epandages et fertilisation en agriculture

Les apports d'azote d'origine agricole aux eaux de surface varient de facon considérable d'une
région a une autre. lls sont en relation avec la pédologie, I'hydrographie, le climat, les pratiques
culturales, la nature des récoltes et plus ou moins la bonne maitrise des agriculteurs de I'emploi
des divers engrais. Selon la nature des apports fertilisants et la granulométrie du sol, on constate
que les engrais représentent un surcroit de 10 a 50% (Guergueb, 2016) des pertes naturelles
(maximum pour des sols a faible fraction fine). Cet apport d’azote se fait presque uniquement
sous sa forme la plus mobile, c’est-a-dire ’azote nitrique NO3". L’ampleur et la hiérarchie des
apports d’azote aux eaux de surface (Gaélle et al., 2001) sont donc fonction de I’importance
relative de ’urbanisation (rejets domestiques), de I’industrialisation (rejets industriels) et de

I’intensification de ’agriculture.

1.2. 1.1.2. Formes de I’azote dans les eaux usées

L’azote existe dans les eaux usées sous deux (2) formes :

- laforme organique non oxydée et peu soluble, (azote organique) ;

- laforme minérale et soluble, (azote inorganique).
L'azote organique peut étre présent dans les acides aminés (forme une chaine peptidique qui
fait des protéines), l'urée (produit lors de 1’¢limination de I'ammoniac par les mammiferes), les
acides uriques (produits par les oiseaux et les insectes) purines et pyrimidines (impliquées dans
la fabrication des acides nucléiques) (Saeed et Sun, 2012). Les formes inorganiques de I'azote

sont I'ammonium (NH4"), le nitrite (NO2), le nitrate (NO3"), le protoxyde d'azote (N2O) et
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1”’azote ¢élémentaire dissous ou azote gazeux (N2). L'azote gazeux comprend le diazote (N>), le

protoxyde d'azote (N20), I’oxyde nitrique (NO2") et I’ammoniac libre (NH3).

1.2.1.2. Cycle de I’azote

Le cycle de l'azote est un cycle biogéochimique qui décrit la succession des modifications
subies par les différentes formes de I'azote (Launay, 2016) en passant de la forme neutre aux
formes réactives (azote organique, ammoniaque, nitrate, nitrite et diazote) (Figure 5). Les
analyses isotopiques de I'azote faites recemment dans différents compartiments géologiques, de
la biosphére et notamment dans les sédiments lacustres montrent que son cycle a été fortement
perturbé par I'homme. Ce qui a plus doublé la quantité d'azote réactif (Nr) annuellement ajoutés
a la biosphére (Holtgrieve et al., 2011).

L'azote est un composé essentiel pour la synthése de nombreuses macromolécules biologiques
dont les bases azotées de I'ADN ainsi que les acides aminés constituant les protéines (Gaudnik,
2011). L'atmosphere contient une grande quantité de diazote (78% en volume), mais cet azote
gazeux est trés peu biodisponible pour la plupart des espéces. Seules certaines bactéries
présentes dans le sol telles qu’Azotobacter vinelandii peuvent fixer l'azote contenu dans
I’atmosphere (Saeed et Sun, 2012). Elles le font grace a une enzyme, la nitrogénase qui est
capable de casser la triple liaison N=N qui rend 1'azote gazeux stable, mais uniquement dans
certains contextes (Sun et al., 2019). En effet, cette réaction de transformation de l'azote
atmosphérique en une forme assimilable par les organismes exige beaucoup d’énergie et fait
appel a d'autres éléments pour faire la biosynthese de la nitrogénase (Gaudnik, 2011). Pour ces
raisons, l'azote est considéré comme un facteur limitant pour la production de biomasse algale
et végétale, donc pour la productivité de nombreux écosystémes. Ceci explique également
pourquoi la disponibilité en azote est un facteur majeur dans la structuration, la dynamique et
I’évolution de nombreuses especes végétales (Saeed et Sun, 2012). Les bactéries fixatrices de
I'azote produisent de I'ammoniaque (NHsOH) a partir de I'hydrogéne de l'eau et I'azote
atmosphérique. Certaines de ces bactéries, comme Rhizobium, vivent en symbiose avec des
plantes, produisant de I'ammoniaque. Dans les sols bien oxygénés, mais aussi en milieu
aquatique oxygéné, des bactéries transforment I’ammonium (NH4") en nitrite (NO2"), puis en
nitrates (NOs"), au cours du processus de nitrification (Figure 5). On peut décomposer cette
transformation en nitritation et nitratation. En contrepartie de ce service, les plantes symbiotes
fournissent des glucides aux bactéries (dans la rhizosphere) (Sun et al., 2019). La
décomposition d'organismes morts (nécromasse) par des bacteries saprophytes sous forme

d'ions ammonium (NH4") est une autre source d'ammoniaque. Les végétaux absorbent (au
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travers des racines pour certaines plantes aquatiques et si non via les feuilles) les ions nitrates
(NO3) et, dans une moindre mesure, I'ammonium présent dans le sol. Ils seront principalement
incorporés dans les acides aminés et les protéines (Gaudnik, 2011). Les végétaux constituent
ainsi la source primaire d'azote assimilable par les animaux. En milieu anoxique (en I’absence
d’oxygene), les bacteries dites dénitrifiantes transforment les nitrates en gaz diazote (Saeed et
Sun, 2012). C’est le processus de dénitrification. Le cycle naturel de I'azote a toutefois été
fortement perturbé par les activités humaines, qui ont modifié la disponibilité de I'azote, avec
des implications encore mal évaluées pour les écosystemes a travers le monde (Gaélle et al.,
2001).

Azote atmosphérique

@ Bactéries

Bactéries dénitrifiantes

fixatrices d'azote Nitrates
nodules de '\ (NOS-)

5 : Décomposeurs
Iegu mineuses (bacténes et ‘c’h?lmp!gnons
aérobies et anaérobies)

Bactéries
Ammonification Nitrification nitrifiantes

Ammoniaque
e (NH4+) @

Bactéries fixatrices d'azote

Bactéries nitrifiantes
dans le sol

Figure 5 : Schéma du cycle d’azote (Launay, 2016)

1.2.1. 3. Mécanismes contribuant a I’élimination de I’azote dans les eaux usées
L’élimination de 1’azote constitue une étape incontournable lors du traitement des eaux usées.
L’azote peut étre séparé des eaux par différents mécanismes (Saeed et Sun, 2012) :

: physique (par décantation lorsqu’il est lié aux matiéres en suspension), physico-chimique
(stripping sous forme de gaz ammoniac lorsque le pH est basique, oxydations et réductions
chimiques) et biologique (incorporation aux bactéries produites, transformation en nitrates puis
en azote gazeux lors des processus de nitrification-dénitrification). Actuellement, les voies
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physico-chimiques d’élimination de 1’azote des eaux résiduaires urbaines ne sont pas beaucoup
utilisées, pour des raisons économiques, a des applications industrielles du fait de la nature
essentiellement soluble de I’azote de ces eaux et de sa faible concentration (Launay, 2016).
Dans les stations d’épuration biologique, les rendements liés aux mécanismes physico-
chimiques sont trés faibles compte-tenu de la composition des eaux résiduaires urbaines et des
conditions du milieu (Sun et al., 2019). L’essentiel du traitement est li¢ a des processus
physiques (décantation, séquestration) et surtout biologiques tels que I’assimilation, la

nitrification et la dénitrification

1.2. 1.3.1. Décantation

De nombreuses filieres d’épuration comportent une décantation primaire. L’extraction des
boues qui s’y accumulent permet naturellement de séparer la fraction de 1’azote liée aux
matieres en suspension des eaux brutes contenues par 1’ouvrage.

En fonction de la longueur et de la pente du réseau, I’élimination de I’azote par décantation
primaire est comprise entre 5 et 10 % de 1’azote total regu par temps sec. Cette élimination est
plus élevée en temps de pluie pour un réseau unitaire lorsqu’il s’effectue un auto-curage du
réseau (Gaélle et al., 2001).

Lorsque les boues primaires s¢journent longtemps au contact de I’eau, la libération progressive
d’azote ammoniacal produit par la lyse des bactéries réduit le rendement de la décantation des
effluents bruts. C’est le cas pour les procédés extensifs d’épuration tels le lagunage naturel et
le lagunage aéré ou encore pour les filieres précédées par une fosse septique ou un décanteur-
digesteur. Par ailleurs, pour cette étape de traitement, on doit considérer que la part de

I’élimination de 1’azote par la décantation primaire est négligeable (Gaélle et al., 2001)

L’¢limination de 1’azote par voie biologique requiert des bactéries de types trophiques tres
différents. Les différentes formes d’azote servent donc comme source d’azote, source d’énergie

et d’accepteur final d’électrons et de protons. Ce processus peut étre illustré par 1’équation

(Eq.1) :

() (iid) iv W)
R—NH, > NHf— NO; > NO; — N, (Eq.1)
@)
R — NH,
Q) : ammonification ; (ii) : assimilation ; (iii) : nitritation ; (iv) : nitratation ;

(v) dénitrification

23



Synthése bibliographique

1.2.1.3.2. Ammonification
L’azote organique des eaux urbaines existe principalement sous forme d’urée et d’acides
aminés. Sous D’action des bactéries et par hydrolyse, ’ammonification se réalise selon

I’équation (Eq.2) que le milieu soit oxydant (STEP) ou non (collecteur) (Saeed et Sun, 2012):

HT Spontanée(H)
R—NH, — R+ NH; —>NHI (Eq.2)

Cette réaction, réalisée par des germes hétérotrophes, ne permet pas de faire un abattement
important de I’azote Kjeldhal (NTK) mais, simplement, elle permet de fournir une source
d’azote minéral que les bactéries de nitritation, de nitratation et de dénitrification transforment
en différentes formes d’azote (équation 1). Les STEP soumises a des rejets importants en azote
(zones sensibles a 1’eutrophisation) doivent compléter ce traitement par un autre traitement qui
permet de transformer I’ammonium en diazote (N2) par les réactions de nitrification et de

dénitrification.

1.2.1.3.3. Nitrification biologique
La réaction de nitrification de 1’azote ammoniacal par les bactéries autotrophes nitrifiantes en

présence d’oxygene dissous peut étre représentée par 1’équation suivante (Eq. 3) (Saeed et Sun,
2012):

NH;} + 1,830, + 1,98HC05 — 0,01CsH,NO, + 1,04H,0 + 0,98NO; + 1,88H,C0; (Eq.3)

Cette réaction globale, liée aux syntheses cellulaires, rend compte de 1’action de deux types de
bactéries nitrifiantes dont 1’un est nitritant (Nitrosomonas) et 1’autre nitratant (Nitrobacter). Ces
bactéries sont aérobies strictes et tirent leur énergie dans la réaction d’oxydation de
I’ammonium.

En réalité, cette réaction s’effectue en deux (2) étapes successives ( nitritation et nitratation)
réalisées par des bactéries ci-haut citées selon les équations (Eqg.4) et (Eq .5) ci-apres (Saeed et
Sun, 2012) :

Nitritation :
55NH; + 760, + 109HCO; — CsH,NO, + 54N0O5 + 57H,0 + 104H,C04 (Eq.4)
Nitratation :

400NO; + NH} + 104H,C05 + HCO3 + 1950, - CsH,NO, + 3H,0 + 400NO; (Eq.5)
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1.2.1.3.4. Dénitrification

La réaction d’assimilation de matiére organique par les bactéries hétérotrophes en 1’absence
d’oxygeéne dissous et en présence de nitrate peut étre représentée par la réaction suivante (Eq.6)
(Arvin et Kristensen, 1982) :

97NO; + 50CH,0H — CHy + 97H* - 5CsH,NO, + 75C0, + 181H,0 + 46N, (Eq.6 )

Cette réaction est liee aux syntheses cellulaires et est catalysée par des bactéries anaérobies
strictes pouvant vivre en 1’absence d’oxygéne. Dans ces conditions, le milieu doit étre anoxie
(c’est -a-dire présence d’oxygene lié au nitrate (NO3") mais absence d’oxygéne libre) afin de

favoriser la respiration sur les nitrates libérant ainsi le diazote (N2) dans 1’atmosphere.
1.2.2. Généralités sur la pollution phosphatéee
1.2.2.1. Elément phosphore du milieu naturel

Le phosphore naturel est extrait des sols sous forme de phosphates de calcium dont 1’apatite
Cas(PO4)sF et I’hydroxyapatite Cas(PO4)3(OH). Il peut exister dans la nature sous trois (3)
formes. De la forme la plus stable vers la moins stable, on peut distinguer le phosphore noir, le
phosphore rouge et le phosphore blanc. Le phosphore blanc se transforme lentement, sous
I’influence de la lumiére et de la chaleur, en phosphore rouge. Sous ’action de la chaleur, le
phosphore blanc et le phosphore rouge bralent respectivement a 40 °C et a 240 °C. Le
phosphore rouge n’est pas toxique alors que le phosphore blanc est un poison violent. Le
phosphore d’origine artificielle se rencontre soit sous forme minérale, halogénures, sulfures de
phosphore ; soit sous forme organique (Deronzier et Choubert, 2004). Pour la suite, il sera
question de décrire les formes du phosphore qui interviennent dans la problématique de
traitement du phosphore, a savoir les formes minérales oxydées et les formes organiques. Les

utilisations et le cycle du phosphore seront ensuite présentés.

1.2.2.2. Origines et formes du phosphore dans les eaux usées
1.2.2.2.1. Origine du phosphore dans les eaux usées
Les composes phosphorés sont utilisés dans divers domaines. Suivant les différents usages, les
origines des phosphates des eaux usées sont classées en cing (5) principaux groupes (Coulibaly,
2014) :
e du métabolisme humain : un homme excréte entre 1 et 2 g de phosphore par jour. Il
s’agit de I’apport principal en phosphore dans les cours d’eau ;

e des produits de lessive et de nettoyage 1 a 2 g de phosphore par jour et par habitat ;
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e des rejets industriels : les effluents d’industries agro-alimentaires, d’abattoirs, de
laveries industrielles, d’industries de traitement de surface et d’industries chimiques
specialisées ;

e les rejets agricoles ou d’origine naturelle sont retenus dans les sols et ne se retrouvent
pas dans les eaux usées ;

e les eaux de surface peuvent éventuellement en contenir en raison de 1’érosion et du
ruissellement entrainant des particules de sol vers les cours d’eau.

Le phosphore des eaux usées est essentiellement constitué de :

e phosphore inorganique (essentiellement des polyphosphates) et des orthophosphates
dont une part provient de I’hydrolyse des premiers ;

e phosphore organique : phospholipides, esters, polynucléotides, ATP et ADP.

Les phosphates de sodium et de potassium sont solubles dans 1’eau, les phosphates
monocalciques et les phosphates de magnésium le sont également, mais dans une moindre
mesure. Les autres phosphates sont insolubles. Le phosphore total est la somme du phosphore

inorganique et organique.

1.2.2.2.2. Formes du phosphore dans les eaux usées

1.2.2.2.2.1. Formes minérale oxydées du phosphore

Parmi les différentes formes oxydées du phosphore, les phosphates (forme soluble du
phosphore) sont les plus abondants dans les eaux usées. Ce sont les sels de I’acide
orthophosphorique HsPO.. En fonction du pH, cet acide peut exister dans trois (3) états de
protonation impliqués dans les équilibres acido-basiques suivants les équations (Eq.7) a (Eq.9)
(Prigent., 2013):

H3PO, 2 H,PO; +Hjy pKa =21 (Eq.7)
H,PO; 2 HPO; + Hy, pKy, =72 (Eq.8)
HPOZ~2 PO}™ +H:, pK,; = 12,35 (Eq.9)

Les polyphosphates sont des molécules comportant au moins deux (2) unités phosphates. Leur
formule chimique est Mn+2PnOzn +1, ol n représente le nombre d’atomes de phosphore. Le
pentoxyde de phosphore (P20s) est également intéressant a citer puisque les agronomes et les
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laboratoires d’analyse des sols expriment souvent le résultat de la mesure de phosphore dans
les boues a partir de cet oxyde. Il se forme lorsqu’il y a le phosphore qui briile a I’air et il réagit

trés violemment avec 1’eau pour donner 1’acide phosphorique.

1.2.2.2.2.2. Formes organiques du phosphore

Le phosphore est un élément important de la vie. Il intervient dans le processus de synthese de
nombreuses molécules biologiques telles que les protéines et les acides nucléiques (ARN et
ADN) mais également dans le cycle de production d’énergie au sein de la cellule (ATP). Chez
les animaux, et en particulier dans le corps humain, on peut noter en plus la présence du
phosphore dans les os, les dents, les nerfs, etc. (Deronzier et Choubert, 2004). Néanmoins, si
les phosphates sont présents en grande quantité dans le corps humain ; ils peuvent provoquer
des problémes de santé, tels que I’hyperphosphatémie ou des problémes aux reins. Les carences
en phosphates dans I’organisme peuvent étre dues a une utilisation intensive de médicaments,

provoquant des problemes de santé (Rodier et al., 2016).

1.2.2.3. EIément phosphore dans les eaux usées

Dans les eaux usées, le phosphore peut exister sous différentes formes chimiques. On peut
distinguer la forme organique, la forme minérale et le phosphore total correspondant a la somme
des deux (2). La premiére catégorie correspond notamment a I'ensemble des phosphates (forme
oxydée du phosphore) comprenant les sels d'acide orthophosphorique (HsPOs4) pouvant
s'ioniser en HoPO4", HPO4%, PO4> selon le pH (Figure 6), et les polyphosphates (Campbell et
al., 2005). La Figure 3 permet de déterminer a pH neutre la forme du phosphore ionisée la plus
dominante. On distingue les phosphates monosodiques (NaH2POa), utilisés dans les lessives,
des phosphates disodiques (Na2HPO.) et du phosphate trisodique (NasPO4). Dans la gamme de
pH de 7 a 8,5 typique de I’eau de mer, la forme HPO4> est toujours majoritaire devant les
formes PO4* et enfin H.PO4 (Campbell et al., 2005). Le pentoxyde de phosphore est également
présent sous forme d'acide phosphorique en présence d'eau.

La deuxieme catégorie correspond au phosphore organique qui est présent dans les acides
nucléiques (ADN, ARN), I’ ATP et les phosphoprotéines (Liu, 1996)
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Figure 6: Domaines de prédominance des orthophosphates en fonction du pH (Coulibaly,
2014)

1.2.2.4. Utilisations du phosphore

Une grande portion du phosphore utilisable dans la vie courante est sous forme d’acide
orthophosphorique. Cet acide s’obtient aprés calcination et transformation de phosphore
naturel. Les sels de cet acide ont des utilisations diverses :

e NaH2POs, est un composant des lessives avec phosphate (en mélange avec le
bicarbonate de sodium) et intervient dans le traitement des eaux de chaudiére pour éviter
’entartrage,

e NasPOj4 est un composant des produits de nettoyage des boiseries ;

e le phosphore entre également dans la composition d’engrais sous forme de phosphates ;

e les phosphates naturels ne sont pas une source de phosphore pour les végétaux car trop
peu solubles. lls sont transformés en phosphate monocalcique, Ca(H2PO4),, plus
solubles ;

e la présence du phosphore (phosphore rouge) sur les frottoirs qui enflamment les

allumettes.

1.2.2.5. Role du phosphore dans I’eutrophisation des milieux aquatiques

Le terme -eutrophisation désigne [D’enrichissement général d’un milieu. Il recouvre
I’augmentation de la ressource en nutriments, et celle de la production primaire. Il comprend
¢galement des notions d’intensification des flux de matiére et d’énergie (Genin et al., 2003).
Contrairement a I’azote, le cycle du phosphore n’a pas de composante atmosphérique
significative. Il comprend une phase terrestre et marine (Figure 7). Le phosphore terrestre
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provient de I’altération du phosphore contenu dans les roches et de I'utilisation animale et
végétale de celui-ci. Il est assimilé premierement par les plantes, puis par les animaux via la
chaine alimentaire. Une partie est retournée au sol via les excréments et la matiere organique
morte, une autre entre dans le systéme des eaux continentales puis dans la mer et les océans.
La, une fraction du phosphore est utilisée par les animaux marins dans le métabolisme de leur
squelette. Une autre fraction rejoint les sédiments sous la forme d’animaux morts et de
particules. Beaucoup plus tard seulement, les roches sédimentaires sont ramenées en surface. A
échelle humaine de temps, il est préférable de parler de « perte » de phosphore et non de « cycle
», ce qui implique que la source de phosphore diminue et que sa récupération deviendra un jour
nécessaire (Labry, 2001). Le role du phosphore dans 1’eutrophisation des riviéres se comprend
facilement si on se référe au mécanisme de la photosynthése. 1 s’agit d’un processus au cours
duquel le dioxyde de carbone et I’eau sont transformés en matiére vivante grace a 1’énergie
lumineuse et en présence de phosphore, azote et de quelques autres éléments traces. Les
macrophytes et les algues sont capables d’effectuer eux méme la photosynthése. Pour ce
processus, sont définis comme éléments limitants, ceux dont la carence dans le milieu empéche
le phénomene de se produire. Dans le cas de 1’eutrophisation des eaux douces, qui conduit au
développement excessif d’algues, le phosphore est le seul facteur limitant (Howarth et Marino,
2006). En effet, lorsque la concentration en azote est trop faible dans les eaux, 1’atmosphére
peut fournir de 1’azote au milieu aquatique a I’aide de certaines algues capables de fixer I’azote
gazeux. En appliguant un raisonnement identique, aux estuaires et aux zones cotieres, le
phosphore devrait étre également le facteur limitant dans I’eutrophisation de ces milieux. Or
d’autres chercheurs comme Campbell et al., (2015) donnent des idées contraires a celles de
Howarth et Marino, (2006). En effet, plusieurs éléments montrent que la concentration en
phosphore dans le milieu serait en exces par rapport a celle de 1’azote. Premierement, le rapport
azote sur phosphore est moins élevé dans certaines rivieres que celui du plancton de certains
estuaires. Deuxiemement, dans les sédiments déposés, 1’azote se régénere plus lentement que
le phosphore. En outre, une dénitrification peut diminuer la concentration en azote. Ainsi, selon
les apports d’azote et de phosphore dans les estuaires ou dans la bande cdticre, le phosphore ou

I’azote peut étre un facteur limitant (Campbell et al., 2005).

29



Synthése bibliographique

z

Apports de phosphates
\l : ; | /"’

AN T
\ Polyphosphatesl\“‘ P organique | - organique
\ =3 .| lintra-cellulaire) Algues
z.% + Phosphatasesl dans la biomasse e
Y
“(:-@ 5/ Bactéries é{\o‘:\\
1 e
Clrthophosphatesl 3 le— O
— PO4 i .‘_n'\\ﬁ’t\
7w (s
Milieu aérobie}l: ,’Il (Milieu anaérobie)
hY

Figure 7: Schéma du cycle du phosphore (Lefebvre, 2000)

1.2.2.6. Elimination du phosphore dans les eaux usées

1.2.2.6.1. Traitement physicochimique du phosphore
Le traitement du phosphore par voie physicochimique consiste a « piéger » le phosphore dissous
sous forme particulaire. Ce changement de phase a lieu au contact de cations (ions calcium,
magnésium, aluminium ou ferriques) apportés soit par les eaux usées (précipitation naturelle),
soit par ajout de réactifs a base de fer, d’aluminium ou de chaux (précipitation forcée) (Duchéne,
1999).
Les principaux mécanismes intervenants sont au nombre de trois (3) :

= précipitation chimique de complexes hydroxo-métalliques ;

= adsorption sélective d’especes phosphorées dissoutes sur la surface des complexes déja

précipités ;

= floculation et coprécipitation de matiére colloidale finement dispersée.
Ces trois mécanismes ont normalement lieu simultanément, et leur action combinée est
responsable des hautes performances de déphosphatation généralement atteintes dans les
stations de traitement chimiques. La séparation du phosphore particulaire de 1’eau aura lieu lors

de la décantation.

1.2.2.6.2. Traitement biologique du phosphore
Le traitement biologique, au sens large, englobe d’une part I’assimilation du phosphore par la
biomasse bactérienne pour ses besoins métaboliques minimums, et d’autre part la

suraccumulation du phosphore par des bactéries déphosphatantes au-dela de leurs besoins
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métaboliques (Metahri, 2012). Par convention, on parle de traitement biologique du phosphore

(au sens strict) lorsqu’il s’opére une suraccumulation du phosphore.

1.2.2.6.2.1. Assimilation du phosphore

Le phosphore, de méme que 1’azote, est un composant essentiel de la biomasse épuratrice,
bactéries et protozoaires ce qui représente de I’ordre de 1 a 2 % de la matiére séche des boues
activées non déphosphatantes, exprimée en matiére volatile en suspension (Comeau, 1997). La
réaction d’assimilation de la matiére organique est assurée par les bactéries hétérotrophes en
présence d’oxygene dissous. Les besoins en phosphore pour la synthese des nouvelles bactéries
sont de I’ordre de 1% de la DBOs éliminée par la biomasse épuratrice (Duchéne, 999).
L’assimilation ne permet en aucun cas une élimination poussée du phosphore puisque le rapport

P/DBO:s est nettement plus élevé que 0,01 et se situe & 0,04 environ (Comeau, 1997).

1.2.2.6.2.2. Processus de suraccumulation du phosphore
Dans le procédé d’élimination biologique du phosphore par boue activée, la biomasse est
exposée a une alternance de conditions anaérobies et aérobies. Le processus d’élimination
biologique du phosphore peut étre décrit, de maniere simplifiée comme suit (Metahri, 2012) :
= Dans le bassin d’anaérobiose, les bactéries déphosphatantes, synthétisent un
produit de réserve, les poly-B-alcanoates (PHA), a partir du substrat facilement
biodégradable des eaux usées et de D’énergie libérée par I1’hydrolyse
intracellulaire de polyphosphates. 1l en résulte un relargage de phosphate dans
le milieu externe.
» Dans le bassin d’aération, les poly-p-alcanoates (PHA) et la matiére organique
contenue dans les eaux usées sont oxydés par les bactéries. La respiration produit

I’énergie nécessaire aux bactéries qui régénerent leurs stocks de polyphosphates.

Conclusion partielle

L’enrichissement général d’un milieu aquatique en nutriments (principalement en azote et en
phosphore) a comme conséquence 1’augmentation de la production primaire, désigné souvent
sous le phénomene d’eutrophisation. Parmi ces ¢€léments, le phosphore est généralement
désigné comme facteur limant ce phénomeéne. L’azote et le phosphore existent dans ce milieu
soit sous forme organique, soit sous forme inorganique. Ils peuvent avoir des origines

domestiques, industrielles etc. et leur cycle dans le milieu naturel différent par le fait que le
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phosphore n’a pas de composante significative atmosphérique. L’azote peut étre séparé des
eaux par différents mécanismes : : physique (par décantation lorsqu’il est li¢ aux matic¢res en
suspension), physico-chimique (stripping sous forme de gaz ammoniac lorsque le pH est
basique, oxydations et réductions chimiques) et biologique (incorporation aux bactéries
produites, transformation en nitrates puis en azote gazeux lors des processus de nitrification-
dénitrification). Le phosphore peut étre éliminé des eaux usées par voie physico-chimique

(assimilation) et par voie biologique (suraccumulation).
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CHAPITRE Il. PHYTOEPURATION DES EAUX USEES ET ETDUDE DES
METABOLITES SECONDAIRES DES VEGETAUX

I1.1. Phytoépuration des eaux usées
I1. 1.1. Principe de la phytoépuration

La phytoépuration est un systeme de traitement des eaux usées utilisant les plantes. Les plantes
assimilent les nutriments contenus dans 1’eau. Elles peuvent fixer toute une série de polluants
y compris certains métaux lourds (Runying, 2009). La phytoépuration des eaux usees est basée
sur le principe de symbiose entre les bactéries et les plantes. En effet, au cours ce processus les
bactéries aérobies transforment les matiéres organiques en matieres minérales assimilables par
les plantes. A leur tour, les plantes approvisionnent, a partir de leurs racines, de I’oxygéne dont
les bactéries ont besoin (Sun et al., 2019). Appelés entre autres filtres plantés, bassins a
macrophytes, zones humides, les marais artificiels permettent d’associer les capacités
épuratoires naturelles des végétaux supérieurs, des micro-organismes et divers substrats.
Plusieurs centaines de plantes utiles en phytoépuration ont été recensées dans le monde :
Roseaux, typha, P. stratiotes, E. crassipes, saule, iris, etc.(Gupta et Mahindrakar, 2012;
Mahunon et al., 2018), stimulant ainsi la biodiversité. En poussant, les plantes vont absorber
les ¢éléments qui leur sont nécessaires pour leur croissance, apporter de ’oxygéne aux
microorganismes qui interviennent dans la décomposition des matiéres organiques
(phytodégradation), ou encore fixer certains polluants plus toxiques. Ainsi, il existe plusieurs
applications pour cette technique : on peut traiter des eaux usées urbaines, des rejets industriels,

ou méme créer des piscines naturelles ou filtrer des eaux pluviales.

I1.1.2. Mécanismes d’absorption des polluants par les plantes

La phytoremédiation regroupe un grand nombre de mécanismes tres différents les uns des
autres, agissant sur des polluants organiques ou inorganiques. Chaque plante peut agir par
différents moyens, soit par ses racines et les microorganismes qui y sont associés, soit par ses
tissus et par son métabolisme. Dans les sections qui suivent, I’on décrira les diverses techniques
de phytoremédiation, qui sont basées sur différents principes d’action (extraction, stabilisation,
dégradation, volatilisation ou filtration) (Conesa et al 2012). Méme si ces processus ne sont pas
mutuellement exclusifs et peuvent operer simultanément (Pilon-Smits, 2005), il convient de
distinguer leur fonctionnement propre. Par exemple, la phytoremédiation est souvent confondue

avec la phytoextraction, mais ces deux termes ne sont pas équivalents comme vous le verrez ci-
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dessous. Ainsi, les composés organiques non biodégradables sont généralement dégrades par
phytodégradation ou rhizodégradation, alors que les composés inorganiques sont plus souvent
accumulés par phytoextraction ou par rhizofiltration, ou encore complexés par

phytostabilisation.
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Figure 8 : Processus mis en ceuvre par les plantes lors de la phytoremédiation (Vila, 2006)

1V.1.2.1. Rhizofiltration ou phytostabilisation

Certaines plantes ont la capacité de sécréter des composés par voie racinaire afin de complexer
les polluants dans leur milieu au lieu de les absorber. A travers leurs exsudats racinaires, les
plantes induisent des changements des parameétres physico-chimiques (pH, potentiel rédox, etc.)
dans la rhizosphére modifiant la forme chimique des contaminants et conduisant a leur rétention
sous des formes moins mobiles (Figure 9). Ces exsudats racinaires servent également de source

d’énergie pour I’activité des microorganismes (Olson et al., 2004). La fourniture de substrats
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organiques peut également étre favorable a la sorption des polluants au niveau de la rhizosphére,
contribuant ainsi a leur phytostabilisation (Gadd, 2010). Le fort potentiel d’évapotranspiration
de certains végétaux est mis en exergue dans les alentours d’effluents contaminés pour freiner
le ruissellement de I’eau ou sa diffusion dans le sol (Olson et al., 2004).

La rhizofiltration pourrait étre utilisée pour traiter les eaux usées municipales ou industrielles,
le ruissellement de surface ou 1’eau qui s’infiltre dans le sol en zone agricole, le lixiviat des
mines et des sites d’enfouissement, ou encore la contamination de 1’eau souterraine ((Vila, 2006
; Pilon-Smits, 2005). La rhizofiltration peut utiliser des plantes aquatiques ou des plantes
terrestres, et parfois une combinaison d’espéces ayant des propriétés complémentaires (Vila,
2006). La rhizofiltration repose souvent sur des systémes en réacteur (flow-through) qui
maximisent le contact entre 1’eau et les racines, et minimisent ainsi la durée du traitement
(Olson et al., 2004). La rhizofiltration peut prendre la forme d’un étang artificiel ou d’un

systéeme hydroponique (Pilon-Smits, 2005).
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Figure 9 : Dispositif de rhizofiltration pour accéder aux contaminants en profondeur & Pointe-
Saint Charles (Vila, 2006)

1VV.2.2. Phytoextraction
La phytoextraction encore appelée phytoaccumulation permet aux plantes de retirer les
polluants disponibles et de les accumuler dans leurs parties aériennes que 1’on peut récolter par

la suite (Figure 10). Il en résulte une absorption et une accumulation des polluants dans les
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tissus aeriens sans impliquer leur dégradation (Vila, 2006). Une fois dans la plante, les
contaminants peuvent rester dans les racines, mais pour faciliter I’extraction, 1’idéal est qu’un
maximum soit transloqué avec la seve, dans les vaisseaux du xyléme, vers les parties aériennes
de la plante. Ceci a lieu quand il existe une pression négative dans le xyléeme, créée par la
transpiration des feuilles qui s’accélére sous I’effet de la chaleur, du vent, d’une faible humidité

ambiante ou d’une lumiére forte.
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Figure 10 : Principe de la phytoextraction des polluants (Vila, 2006)

1VV.2.3. Phytovolatilisation

La phytovolatilisation consiste a 1’extraction des polluants organiques et de certains
composés inorganiques par les plantes qui les transportent dans leur systeme vasculaire,
puis les relarguent dans 1’atmosphére par transpiration (Figure 11). Elle correspond a
I’évapotranspiration des contaminants par voie racinaire ou aérienne des plantes aprés leur
absorption et leur éventuelle conversion sous une forme volatile (Chaney et al., 1997). Il
n’est donc pas nécessaire de récolter et de traiter les plantes utilisées. Cependant, le risque
du transfert des polluants vers I’atmosphere doit €tre bien caractérisé avant d’entreprendre

de la phytovolatilisation.
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Figure 11 : Principe de la phytovolatilisation des éléments traces métalliques (Pilon-Smits,
2005)

11.1.3. Avantages et inconvénients de la phytoépuration

I1. 1.3.1. Avantages de la phytoépuration

Parmi les avantages de la phytoépuration on peut citer (Deronzier et Choubert, 2004) :
e un aspect paysager qui fournit de I’oxygene au milieu naturel ;
e peu consommatrice d’énergie ;
e durabilité : I’action mécanique du vent sur les plantes fait bouger les racines ce qui évite
le colmatage ;
e [’cau a la sortie peut étre utilisée pour arroser les jardins ;

e un faible investissement.

11.1.3.2. Inconvénients de la phytoépuration

La phytoépuration a beaucoup d’avantages, toutefois, il y a quelques inconvénients (Deronzier
et Choubert, 2004):

e un traitement primaire est impératif en amont ;

e une surface importante ;

e clle demande beaucoup d’entretien ;
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e il n’est pas applicable dans des zones trop polluées.
I1.1. 3. Lagunage naturel ou lagunage a microphytes

Le lagunage naturel est un procédé d’autoépuration naturel des eaux usées qui consiste a faire
circuler des effluents dans une série de bassins pendant un temps suffisamment long (Hakima,
2010). 1l est pratique dans des bassins de faible profondeur dans les régions trés ensoleillées.
Le principe général de ce processus est de creer, dans des bassins, des chaines alimentaires
aquatiques (Figure 12). Le rayonnement solaire est utilisé comme source d'énergie permettant
la production de matiéres vivantes par les chaines trophiques (Boukary, 2019). Les substances
nutritives sont apportées par I'effluent alors que les végétaux fournissent au systeme les matieres
consommables et 1’oxygene (Hakima, 2010).

Les bactéries assurent la part importante dans I'épuration. La microfaune quant a elle contribue
a I'éclaircissement du milieu par ingestion directe des matiéres organiques mais également des
populations bactériennes et algales mortes (Boukary, 2019). Ce procédé simple demande de
grandes surfaces car les temps de réactions sont trés longs (Benmoussa et Gasmi., 2015). Pour
que le lagunage s'effectue dans de bonnes conditions d'aérobiose, tout en évitant les odeurs et
la prolifération des insectes, il faut préconiser une décantation primaire des effluents. On évite,
ainsi, un colmatage rapide des bassins. Suivant les régions, on peut traiter par ce procedé entre
25 et 50 kg de DBO par ha et par jour (Perera. et Baudot, 1991). La faiblesse majeure de ce
type de procédé est le dépbt qui se produit a la longue et qui reste en phase anaérobie. Ce
traitement demande des surfaces importantes avec des temps de séjour pouvant varier entre 30
et 60 jours et une profondeur des bassins variant entre 0, 5 et 1, 2 m (Boukary, 2019).

On peut distinguer 3 catégories de lagunages a microphytes (Benmoussa.et Gasmi., 2015). : le

lagunage naturel, le lagunage aéré et le lagunage anaérobie
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Figure 12: Mécanismes biologiques dans un procédé de lagunage (Boukary, 2019)

11.1.4.1. Lagunage naturel

Il est constitué des bassins de faible profondeur ou I’eau va stagner pendant une période plus
ou moins longue. Les microphytes, qui sont des algues planctoniques, se développent dans ce
bassin. Elles consomment la pollution azotée et phosphatée des eaux usées. Le lagunage a
microphytes est souvent le premier bassin d’une station de lagunage car ce traitement est
insuffisant et nécessite un lagunage a macrophytes (Justoberthe, 2013). La photosynthése
produite par les algues augmente la teneur en oxygéne de I'eau que les microorganismes ont
besoin.
Les roles des microorganismes dans I’épuration des eaux usées sont :

e ils fournissent des éléments nutritifs aux plantes a partir des réactions de dégradations

des matieres organiques ;
e ils nourrissent des effluents et dégradent la matiére organique qui devient des lors

assimilable par les plantes.
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11.1.4.2. Lagunage aéeré
En fournissant I’oxygene par un moyen mécanique, on réduit les volumes nécessaires et on peut
accroitre la profondeur de la lagune (Boukary, 2019). La concentration en bactéries est plus
importante qu'en lagunage naturel. Le temps de séjour est de l'ordre d’une semaine et la
profondeur varie de 1 & 4 m. Le rendement peut étre 80 % et il n'y a pas de recyclage de boues
(Hakima, 2010). L’homogénéisation doit étre satisfaisante pour éviter les dépots. Certains rejets
industriels sont traités par ce procédé qui reste valable pour les produits organiques trés
lentement biodégradables. Ces rejets sont caractérisés par de faibles teneurs en MES et avec
des DBO dans la gamme de 300 & 1500 mgO>/L (Hakima, 2010). Le brassage est effectué par

des turbines fixees sur des flotteurs amarrés au centre du bassin (Manoli et al., 2000).

11.1.4.3. Lagunage anaérobie

Il n'est applicable que sur des effluents tres concentrés et, le plus souvent comme prétraitement
avant un étage aerobie. La couverture de ces lagunes et le traitement des gaz produits sont
nécessaires vu les mauvaises odeurs produites. Les temps de séjour sont souvent supérieurs a
50 jours. Une profondeur importante (entre 5 et 6 m) est en principe un élément favorable au
processus. En réalité, la distinction entre lagunage aérobie et anaérobie est superflue, car dans
les régions en amont ou profondes des lagunes aérobies, on observe souvent une déficience
d’oxygeéne. Un curage des bassins tous les 10 ans est nécessaire du fait de la production des
boues (Boukary, 2019).

I1.1. 4. Lagunage & macrophytes flottants

Le lagunage & macrophytes est apparu pour la premiére fois aux Etats Unis & San Diego en
1981. Il a été adapté en Afrique a partir du Cameroun (Yaoundé) a l'aide des macrophytes
flottants de P. stratiotes en 1986 (Morel, 1998).

Dans le cas des lagunes a macrophytes, les eaux passent dans des bassins de lagunage couvert
de plantes aquatiques flottantes. Le traitement devient aérobie dans la rhizosphére tandis que
les décomposeurs anaérobies du fond continuent a dégrader la matiere organique qui a son tour
libére des éléments nutritifs a la surface ou ils sont piégés dans les racines des plantes (Vivier,
1994). La surface des feuilles permet de réguler la température ce qui a un impact sur les
rendements épuratoires surtout dans les climats froids (Morel, 1998). De petites quantités

d’oxygene provenant des parties aériennes sont rejetées a I’apex des radicelles des plantes, mais
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elles sont insuffisantes pour contribuer seules a la satisfaction des besoins d’oxygene de la
biomasse bactérienne responsable de la degradation de la matiere organique ce qui fait qu’une
partie d’oxygene est fournie aux microorganismes a travers les racines des plantes (Guittonny-
Philipe et al., 2015). Les tissus racinaires et leurs exsudats constituent vraisemblablement des
niches plus accueillantes pour les microorganismes ainsi que des substrats minéraux inertes
(Vivier, 1994). Le role métabolique des plantes (assimilation des nutriments) affecte plus ou
moins le traitement en fonction des surfaces mises en jeu. Enfin , ces plantes servent de support
au développement des bactéries qui réalisent 1’épuration des matiéres organiques rendant
disponibles les nutriments nécessaires a la croissance de la plante qui, a son tour fournit
I’oxygeéne nécessaire a la survie de ces bactéries hétérotrophes (Chirakkara et Reddy, 2015;
Sukumaran et al., 2013).

Le milieu humide étant favorable pour leur multiplication ; les microorganismes font partis des
matieres dont sont chargées les eaux usees. Veéritables « ciseaux biologiques » ; elles les
convertissent en molécules inoffensives. La décomposition de la matiére organique et la
dénitrification d’azote dans la région des racines des plantes ou s’effectue le traitement se fait

par ’intermédiaire des microorganismes (Kobayashi et Rittmann, 1982)

11.1.5. Marais artificiels

Les marais artificiels sont généralement appelés lits a macrophytes, filtres plantés de
macrophytes ou encore filtres plantés de roseaux (Prigent, 2013). Ils permettent d’infiltrer un
effluent brut a travers des lits composés de terre ou d’un mélange de sables et de graviers sur
lesquels sont plantés les macrophytes (Brix, 1997). Ils ont I’avantage d’étre moins exigeante en
termes de colits de mise en ceuvre et d’exploitation d’autant plus qu’ils ne nécessitent pas un
apport énergétique (Koné, 2002). Le procédé d’épuration des eaux usées par marais artificiel
est basé sur les connaissances scientifiques et techniques des marais naturels. En effet, la
reproduction des mécanismes épuratoires présents dans des marais naturels est mise en jeu dans
les marais artificiels (Prigent, 2013).
On peut classer les filtres plantés en deux catégories, suivant le sens de 1’écoulement de
I’effluent a traiter :

e lesfiltres plantés a écoulement vertical (FPEV) ;

e lesfiltres plantés a écoulement horizontal (FPEH).
Les FPEV sont alimentés en surface, percole verticalement a travers le substrat. La rétention

des maticres en suspension s’effectue & la surface des filtres ( Poulet et al. , 2004).
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Les FPEH ne sont pas alimentés par la surface, comme les filtres verticaux. Les eaux usées
décantées entrent directement dans le massif filtrant a travers un gabion d'alimentation, Il est
donc nécessaire de débarrasser I'effluent, au preéalable, des matiéres en suspension soit par un
premier étage de filtration verticale , soit par 1’intermédiaire d’un décanteur placé en amont

(Poulet et al., 2004)

I1.2. ETUDE DES METABOLITES SECONDAIRES DES VEGETAUX
Les métabolites primaires regroupent toutes les composés indispensables a la croissance et au
développement de la plante. Ils jouent donc un rdle clé et bien établi chez tous les végétaux

(acides aminés et protéines, acides gras, sucres et polysaccharides...) (Royer, 2013).

Contrairement aux métabolites primaires, les métabolites secondaires regroupent les autres
voies de synthése de composés qui ne sont pas directement impliqués dans la croissance de la
plante. Les métabolites secondaires agissent chez la plante au moment ou elle s’adapte avec son
environnement (attraction d’insectes utiles pour la pollinisation, soutien, défense, protection
contre les rayonnement UV, mise en place de symbiose, etc.) (Royer, 2013). Certains de ces

composés participent a la défense contre les bio-agresseurs (Herms et Mattson, 1992).

11.2.1. Classification des métabolites secondaires

On distingue quatre (4) catégories principales de métabolites secondaires chez les végétaux, et
une catégorie secondaire de composés mixtes(Dai et Mumper, 2010). Ce sont :

= |es composes terpéniques ;

= les composés phénoliques ;

= les alcaloides et composés azotés (dérivés des acides amingés).

11.2.1. 1. Terpénoides

Le nom terpénoide est attribué a ces métabolites secondaires a cause de leur origine d’isolement
qui est térébenthine qui provient du mot grec « terpentin ». lls sont constitués par la

polymeérisation des unités a cing (5) atomes (Figure 13) de carbone (Krief, 2003).
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Figure 13 : Structure de I’Isopréne (Krief, 2003)

11.2.1.2. Composés phénoliques

L’appellation « polyphénols » ou « composés phénoliques » regroupe un vaste ensemble de
plus de 8 000 molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes un
point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a six (6)
carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH).

Les polyphénols représentent une famille de molécules organiques largement disponibles dans
le régne végétal. lls se distinguent des autres composés, comme l'indique leur nom, par la
présence d'au moins deux (2) groupements phénoliques associés en structures plus ou moins
complexes, ayant un poids moléculaire éleve (Figure 14). Les polyphénols prennent une place
croissante dans les travaux des chercheurs, notamment a cause de leurs effets bénéfiques sur la
santé. En effet, ils jouent un réle d’antioxydants naturels et sont de plus en plus utilisés dans la
prévention et le traitement des maladies inflammatoires, cardiovasculaires, neurodégénératives
et du caner. lls sont également utilisés comme additifs dans les industries pharmaceutiques,

agroalimentaires et cosmétiques (Dai et Mumper, 2010).
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Figure 14: Structures de base des composés phénoliques (Macheix, 1996)

Les composes phénoliques ont été impliqués depuis longtemps dans certains aspects de la
physiologie de la plante et regroupent d'une part la plupart des aspects classiques et d'autre part
certaines orientations ou des arguments expérimentaux décisifs ont été apportés recemment,
grace en particulier aux données de la biologie moléculaire (Macheix, 1996). La Figure 15

présente I’importance des composés phénoliques dans la vie d’une plante et pour I’homme.
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Figure 15 : Importance des composes phénoliques dans la vie de la plante (Macheix, 1996)

11.2.1.2.1. Flavonoides (composés mixtes)

La structure de base des flavonoides est le noyau flavanique, contenant 15 atomes de carbone
disposés en trois (3) cycles (Cs-C3-Cs), qui sont marqués A, B et C (Figure 16). Les flavonoides
sont eux-mémes divisés en six sous-groupes : flavones, flavonols, flavanols, flavanones,
isoflavones et anthocyanes, selon I'état d'oxydation du cycle central (D’ Archivio et al., 2007).
Les flavonoides sont impliqués dans les processus de défense de la plante contre les infections
bactériennes et virales et protégent également les plantes contre les radiations UV (Tohge et al.,
2018). lls agissent comme des pigments ou des co-pigments. Les flavonoides peuvent moduler
la distribution d’auxine. Ils fonctionnent comme des signaux moléculaires de reconnaissance
entre les bactéries symbiotiques et les Iégumineuses. Ils facilitent la fixation de 1’azote
moléculaire. lls interviennent également dans 1’élongation des tiges et dans la maturité des
fruits. Les flavonoides sont a I’origine des golits amers et astringents afin de repousser les

animaux herbivores (Subramanian et al., 2007).
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Figure 16 : Structures de bases de flavonoides (Krief, 2003)

I1.2.1.2.2. Tannins

Les tanins constituent un groupe important de polyphénols dans notre alimentation et sont
généralement subdivisés en deux groupes : les tanins condensés (Figure 17) et les tanins
hydrolysables (Figure 18). Les tanins condensés sont des polymeres ou oligomeéres de flavan-
3-ol. IIs sont constitués d’unités de flavan-3-ol liées entre elles, par des liaisons carbone-
carbone de type 4-8 ou 4-6.

Les tanins ont des propriétés anti-oxydantes, anti-microbiennes et anti-inflammatoires. Leur
aptitude a piéger les radicaux libres pourrait réduire le risque de maladies cardio-vasculaires et
de cancer (Macheix, 1996).

Chez les humains comme chez les animaux de laboratoires , plusieurs observations suggerent
que les tannins renferment un large spectre de propriétés thérapeutiques, pharmaceutiques et
chimioprotectrices dues a leur propriété antiradicalaire (Tohge et al., 2005). En effet, les tannins
protégent 1’organisme contre les toxicités causées par différents agents chimiques contre
I’hypercholestérolémie et les changements de la formule sanguine (ALT, BUN et CK). lls
jouent aussi un role important dans la lutte contre les deux formes de mort cellulaire connues,

apoptose et nécrose, ralentissant ainsi les dommages causés dans I’ADN lors de la mort de ces

O _“\‘© @j,o‘@
OH “OH

Catéchine Epi-catéchine

deux derniéres (Harrar, 2012).

Figure 17 : Structure des tannins condensés (Krief, 2003)
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Figure 18 : Structures des tannins hydrolysables (Macheix, 1996)

Les tannins hydrolysables sont abondants chez les angiospermes et les gymnospermes et les
tannins condensés encore appelés proanthocyanidines sont abondants chez les plantes
dicotylédones. Sous I’action de la lumiére solaire et en présence de 1’acide carbonique, les
tannins se forme dans les feuilles et est ensuite dirigé vers la partie inférieure de la plante ou il
s’accumule. Il n’entre pas dans la formation de nouveaux tissus mais joue le role de protection,

principalement contre la pourriture (Lutz, 1928).

11.2.1.3. Alcaloides

Les alcaloides sont des composeés a bases azotées, le plus souvent hétérocycliques et dont la
majorité d’entre eux sont d'origine végétale. Ils peuvent se regrouper sous forme de molécules
organiques hétérocycliques azotées basiques (Figure 19). De tous les métabolites secondaires
des végétaux connus, environ 20% appartiennent a la catégorie des alcaloides.

Les alcaloides sont des produits azotés basiques, d'origine naturelle dont I'atome d'azote est
inclus dans un systeme hétérocyclique et dont I'activité pharmacologique est significative. Les
pseudo-alcaloides ne sont pas des dérivés des acides aminés. On les nomme alors alcaloides
terpéniques et les proto-alcaloides sont des amines simples dont I'azote n'est pas inclus dans un
systeme hétérocyclique. Les alcaloides ont, de plus, la propriété de réagir avec des sels de
métaux lourds, ce qui permet leur caractérisation aisée (Krief, 2003). Les alcaloides en tant que
composés du métabolisme secondaire jouent un rdle écologique de défense contre des

herbivores.
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Figure 19 : Structure de quelques alcaloides (Krief, 2003)

11.2.2. Mécanismes de défense des plantes contre les agresseurs

Au cours de leur croissance, toutes les plantes ont élaboré un systéeme immunitaire capable de
déceler la présence d’un danger, que ce dernier soit de nature abiotique (vent, gel, pluie, gréle)
ou biotique (microorganisme pathogéne, insecte ravageur) (Clérivet, 1996). En 1’absence des
lymphocytes et d’anticorps que I’on rencontre dans le systéme immunitaire humain, le systéme
humanitaire des plantes se distingue par la variété des molécules de défense qu’il produit en
présence d’un stress (Macheix, 1996). Cette stratégie de défense, activée par la présence d’un
agresseur, entraine des modifications importantes sur 1’activité métabolique des cellules
végetales, se traduisant ainsi par une succession d’événements destinés a restreindre la
progression des agents infectieux et a réduire les dommages causés par le danger (Benhamou
et Rey, 2012). On distingue chez les plantes deux (2) types de résistance aux agresseurs dont la
résistance passive constituée par des barriéres préformées ou constitutives et la résistance active

pour laquelle des barriéres sont nouvellement formées en réponse au stress.
« Défenses passives
La défense passive, c'est la barriére physique, qui empéche 'agresseur de pénétrer a ’intérieur

de la plante. Pour cela, les feuilles des plantes peuvent se présenter sous différentes formes
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notamment avec cuticule plus cireuse ou épaisse, ce qui rend difficile I'acces a l'intérieur des
cellules de I'épiderme foliaire. La paroi pectocellulosique assure une protection
supplémentaire. Elle s’enveloppe chez chaque cellule végétale et freine son attaque par

I’agresseur (Clérivet, 1996).

+ Défenses actives

Il peut arriver que les barrieres physiques soient insuffisantes pour empécher le virus ou le
champignon de pénétrer a l'intérieur de la cellule. Dans ce cas plusieurs réactions sont
déclenchées a la suite de la présence de molécules étrangeres permettant de prévenir contre
I'agresseur. On peut simuler ces réactions défensives aux défenses immunitaires chez les
animaux. Plusieurs mécanismes de défense peuvent avoir lieu, successivement ou
simultanément (Macheix, 1996) :

La cellule infectée s'autodétruit (apoptose) dans le but de piéger I'agresseur : pour le faire, elle
envoie un message d‘alerte aux cellules environnantes et ces derniéres se préparent elles-mémes
a contrer l'attaque, créant ainsi une zone de résistance destinée a empécher la progression de
I’agresseur dans la cellule.

Le signal d'alerte induit chez les autres cellules la synthese de différentes substances défensives
notamment 1’acide salicylique et éthyléne qui initient 1’anabolisme des protéines de défense
comme les chitinases, 1’acide jasmonique qui induit la synthése d'antibiotiques végétaux
(phytoalexines). Le signal d'alerte peut aussi influencer la fabrication de la ligne et
I’augmentation de 1’épaisseur des parois cellulaires, afin de renforcer les barrieres physiques
(Clérivet, 1996). La destruction programmée des cellules infectées et le renforcement de
I’épaisseur des parties endommagées sont a l'origine des taches nécrotiques que I'on observe
sur les tiges ou les feuilles des plantes malades. En effet, les plantes détruisent elles-mémes les
zones infectées et les isolent des parties saines, afin de contourner l'agresseur. C’est ce qu’on

appelle « politique de la terre brllée » (Benhamou et Rey, 2012).

11.3. MACROPHYTES SELECTIONNEES POUR LE TRAITEMENT DE L'EAU.

Comme I’on a indiqué dans l'introduction, la sélection de plantes appropriées est un facteur clé
dans la mise en ceuvre de la phytoremédiation. Ces plantes doivent étre capables de croitre
rapidement et d'accumuler de grandes quantités de nutriments lorsque leurs racines sont
immergeées dans l'eau a traiter. En outre, de nombreux facteurs environnementaux tels que la
température, le pH, le rayonnement solaire, les nutriments et la salinité de I'eau peuvent

influencer la croissance et les performances optimales des plantes (Gupta et Mahindrakar, 2012)
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11.3.1. Pistia Stratiotes (L.)

11.3.1.1. Caractéristiques du P. stratiotes

P. stratiotes, parfois appelée « laitue d’eau », « salade d’eau » ou « chou aquatique », est une
espece de plantes aquatiques de la famille des Araceae (Verloove et al., 2014). Pistia stratiotes
est une plante vivace largement répandue dans les régions tropicales et subtropicales
(Sukumaran et al., 2013). Dans de nombreux pays, il est connu comme l'une des plus
importantes herbes aquatiques pantropicales (Sajna et al., 2007). C’est une plante flottante,
dérivante, sans tige, formée de feuilles, de 5 a 25 cm de diamétre et de stolons courts donnant
naissance a des plantes filles (Figure 20). Son mode de reproduction peut étre sexuée ou asexuée
(Gupta et Mahindrakar, 2012). En raison de sa distribution commune dans les environnements
tropicaux, sa résistance a la variabilité climatique et son mode de reproduction rapide, Pistia
stratiotes a été largement utilisé pour la phytoremédiation des eaux usées (Patel, 2010). Le

Tableau 5 présente la classification botanique de Pistia stratiotes.

Tableau 5: Classification botanique de Pistia stratiotes

(Verloove et al., 2014)

Embranchement Phanérogames
Sous-embranchement | Angiospermes
Classe Monocotylédones
Sous -classe Arecidae

Ordre Arales

Famille Araceae

Genre Pistia

Espéce Stratiotes

Nom binomial Pistia stratiotes .

Figure 20 : Photographie de Pistia stratiotes
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11.3.1.2 Facteurs écologiques du P. stratiotes

Par rapport a d'autres petites plantes aquatiques comme Lemna spp ; P. stratiotes a une
productivité élevée (Reddy et al., 1983) ce qui lui permet d'avoir une grande capacité
d'épuration des eaux usées du milieu eutrophe. En effet, comme I'ont indiqué Fonkou et al.,
(210) ; la laitue d'eau double sa biomasse seulement en 5 jours, elle la triple en 10 jours, la
quadruple en 20 jours et voit sa biomasse initiale multipliée par un facteur 9 pendant 30 jours
(Gupta et Mahindrakar, 2012). La connaissance de la tolérance a la salinité de la plante peut
aider a mieux I’utiliser sans provoquer de catastrophe car elle a des effets significatifs sur sa
croissance et ses performances. Selon Haller et al. (1974), les plantes flottantes telles que Pistia
stratiotes ont un taux de survie plus élevé ce qui indique que Pistia stratiotes résiste a des
conditions de salinité plus élevées mais ne pousse pas a des niveaux de la Demande Chimique
en Oxygene (DCO) plus élevés (Sooknah et Wilkie, 2004). Toutefois, elle ne résiste pas aux
températures inférieures a 15 °C, sa température de croissance optimum se situe entre 25 et 30
°C (Sale et al., 1985).

Bien gue Pistia stratiotes puisse produire une biomasse élevée et éliminer de grandes quantités
de nutriments et de métaux, elle peut ne pas convenir aux zones tempérées ou glaciales en raison
de sa sensibilité aux températures froides, ce qui affecte considérablement ses performances.
Clough et al., (1987) et Lu et al. (1987) ont suggéré que le Fe, Cu et Ni sont essentiels a la
croissance des plantes, mais lorsqu'ils sont présents a des concentrations élevées, ils sont
toxiques pour les plantes. Lu et al. (2010) ont également signalé gu'une faible concentration de

nutriments peut réduire la performance de la plante a éliminer les nutriments.

11.3.1.3. Différentes utilisations du Pistia stratiotes

Le P. stratiotes peut avoir plusieurs applications notamment dans le domaine de traitement des
eaux usees, dans la production d’énergie et de la medecine. Cette plante est parfois utilisee
pour le traitement des eaux usées, la decontamination des métaux lourds, notamment en
lagunage naturel. La P. stratiotes est un hyperaccumulateur de cadmium, de cuivre et de
mercure (Koné, 2002), des nutriments et des matieres organiques (Gupta et Mahindrakar 2012,
Mahunon et al., 2017, Rezania et al. 2016). Il est aussi reconnu que cette plante a de grandes
propriétés de fixation du calcium dissous contenu dans I'eau. Le calcium intervient dans la
biosynthese de l'acide oxalique et de I'oxalate de calcium rencontrés en concentration

importante dans les tissus de la plante (Keates et al., 2000, Kostman et Franceschi, 2000). Dans
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le domaine pastoral, P. stratiotes a été testée dans I'alimentation des bovins, des porcins et de

la volaille en Malaisie et au Sénégal (Morel, 1996 ; Gonzaga et Monteiro, 2000).

Dans la médecine traditionnelle, Kokwaro (1976) a signalait déja I'utilisation de P. stratiotes
en Afrique de I'Est dans le traitement de la démence. Plusieurs auteurs rapportent que la cendre
de la plante est un remede efficace contre la tachycardie et la toux, et qu'elle a également des
propriétés antidysentérique et hypotensives (Watt et Breyer-Brandwijk, 1962 ; Kokwaro,1976
; Colares et al., 1997). Les récents travaux ont mis en évidence quelques propriétés chimiques,
biochimiques, médicales et pharmaceutiques de P. stratiotes qui laissent présager des
possibilités de valorisation industrielle. En Inde, les feuilles sont utilisées en médecine
traditionnelle contre la teigne, contre les chancres de la syphilis, les furoncles, blessures et
maladies de la peau. Une étude récente a montré l'efficacité de I'extrait de feuille contre
plusieurs dermatophytes responsables de mycoses de la peau. La médecine populaire chinoise

utilise toute la plante contre lI'eczéma et la syphilis (Premkumar et al. 2005).

[1.3.2. Eicchornia crassipes (Mart.Solms)

11.3.2 .1. Caractéristiques de E. crassipes

E. crassipes (Mart.Solms) appelée jacinthe d'eau en francais, membre de la famille des
monocotylédones Pontederiaceae , est un macrophyte aquatique pérenne indigene flottant
originaire de I'Amérique du Sud (Pilon-Smits, 2005). La plante est notoire en tant que mauvaise
herbe exotique hautement nuisible en raison de son taux de croissance extrémement vigoureux
(Mishra et al., 2008). Cependant, étant donné sa forte capacité a absorber les éléments nutritifs
, Sa croissance rapide ainsi que ses racines logues et denses (Figure 21) contrairement au plantes
émergentes dont les racines sont fixeées au substrat, son systéme racinaire dense, ses
caractéristiques  physiologiques particuliere et une intolérance aux conditions
environnementales (Rommens et al., 2003), E. crassipes a été largement utilisée ces derniéres
années pour la phytoremédiation de nombreuses eaux usées (Chavan et Dhulap, 2012). Le

Tableau 6 présente la classification botanique de E. crassipes.
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Tableau 6 : Classification botanique de E. crassipes

(Jaikumar, 201)

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Sous-classe Commeinidae
Super ordre Commelinanae
Ordre pontederiales
Famille Pontederiaceae
Genre Eichhornia
Espece (Crassipes

Nom binomial | Eichhornia crassipes (Mart.) salms

Figure 21 : Photographie d’Eichhornia crassipes

11.3.2.2. Facteurs écologiques de E. crassipes

E. crassipes est une espéce envahissante a prolifération rapide. Elle possede deux (2) modes de
reproduction, sexuel ou par graines et asexué ou végétatif, qui sont trés efficaces. 1l se reproduit
principalement par voie végétative (Gupta et Mahindrakar, 2012) (filiations) a partir de fleurs
dispersés par le courant. Ainsi, les nouvelles plantes sont produites par I'élongation des stolons
due a la division des méristemes axillaires de la plante mére. Les clones trés fragiles restent
attachés a la plante mére par le stolon et se détachent ensuite sous la pression des courants d'eau,
ce qui permet & de nouveaux individus de coloniser d'autres zones (Mitchell, 1985).Si les
conditions sont favorables, le nombre de plantes de E. crassipes double tous les 10 jours. Dix
plantes seulement en huit mois peuvent produire une population de 655 330 individus (Gupta
et Mahindrakar, 2012). Elle forme généralement des tapis denses et imbriqués en raison de son
taux de reproduction rapide et de sa structure racinaire complexe. E. crassipes ne tolere pas les
basses températures car le gel tue les feuilles extérieures de la plante. Sa température optimale
de croissance se situe entre 25 et 30 °C (Sale et al., 1985). Cette fourchette de température est
bien adaptée au climat tropical humide de I'Afrique de I’Est (Burundi) et de 1’Ouest (Cote
d’Ivoire) ou cette étude a été menée. Ce qui justifié le choix cette plante pour bien mener cette

étude.
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11.3.2.3. Differentes utilisations de Eicchornia crassipes

Les informations contenues dans la littérature rapportent que 1’utilisation de E. crassipes dans
le traitement des eaux usées est faite de différentes manieres et avec différentes catégories
d’eaux usées. Elle a été utilisée dans le traitement des eaux usées de l'industrie textile
(Manjunath et Hina 2016), des eaux usées domestiques (Rezania et al., 2016) des eaux usées
de porcherie (Sooknah et Wilkie, 2004, Mahunon et al., 2017), des eaux usées des activités de
teinture (Ugya et al., 2019) et des eaux usées de cuisine (Parwin et al., 2019. En plus de son
utilisation dans le secteur de traitement des eaux, E. crassipes est utilisée dans I’agriculture,
I’élevage (alimentation du bétail), 1’artisanat, la médecine, 1’énergic (Rezania et al. 2016,
Almoustapha et al. 2009) et I’industrie. La Figure 22 récapitule sur les différents domaines de

valorisation de E. crassipes.
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Figure 22 : Différentes applications d’Eichhornia crassipes (Shahabaldin et al., 2014)
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Conclusion partielle

La phytoépuration est une technologie de traitement des eaux usées fiable est basée sur le
principe de symbiose entre les bactéries et les plantes qui est bien acceptée par les habitants en
raison de sa bonne aptitude a l'intégration paysagere. Ainsi, elle s’aveére fortement
recommandée pour les petites collectivités et les pays a faibles ressources financieres. En outre,
la technique consomme trés peu ou pas d’énergie ce qui réduit considérablement les cofts
d’exploitation d’autant plus que la maintenance revient a changer les filtres de décantation une
seule fois par an alors que I’installation est assurée a vie .La technique présente aussi d’autres
avantages dont le moins négligeable reste 1’aspect esthétique et sanitaire car, la technique ne
génére ni odeurs ni présence de moustiques, ce qui permet son installation a proximité
immédiate des habitations tout en offrant des paysages agréables et variés par 1’utilisation de
plantes macrophytes florales. Les métabolites secondaires sont constitués de quatre (4) grandes
familles : la famille des stéroides et terpénes, celle des alcaloides, celle des flavonoides et la
famille des composés phénoliques. Chacune de ces familles a un réle a jouer pour la plante
pendant sa défense lorsqu’elle est exposée aux agressions extérieures telles que les agressions
microbiologiques et la régulation des rayons ultraviolets émis par les rayons solaires. Ces
derniers forment un groupe trés large de métabolites secondaires rencontrés dans le regne
végétal. On retrouve chez les plantes deux types de résistance : la résistance passive, impliquant
des barriéres préformées ou constitutives dont la plante s’est dotée a la suite d’une adaptation
climatique, et la résistance active, impliquant des barrieres nouvellement formées en réponse

au stress.
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CHAPITRE I11. VALORISATION ENERGETIQUE DES MACROPHYTES PAR
DIGESTION ANAEROBIE

I11.1. Processus de digestion anaérobie

La digestion anaérobie consiste en la fermentation bactérienne des déchets en l'absence
d'oxygeéne libre. La fermentation conduit a la dégradation des matieres organiques complexes
en quatre (4) étapes a savoir I'nydrolyse, 1’acidogénése, I'acétogenese et la méthanogénése
(Abbasi et al., 2012). C’est un processus complexe, qui exige des conditions environnementales
spécifiques et différentes populations bactériennes. Les différentes bactéries dégradent les
composés organiques, produisant ainsi un produit final, un précieux mélange de gaz a haute
énergie constitué principalement de méthane (CHs) et de dioxyde de carbone (CO2) (Lastella
et al., 2002) appelé biogaz.

I11.2. Etapes de la digestion anaérobie
I11. 1.1. Hydrolyse

Elle consiste a dégrader les molécules organiques complexes appelées polymeres en molécules
de petites tailles dénommeées monomeres (Cazier, 2015). Les composés tels que les
polysaccharides (comme I’amidon), les protéines et les lipides sont hydrolysés en sucres
simples, en acides aminés, en glycérol et en acides gras. Cette transformation est réalisée par
des enzymes extracellulaires. La plupart des molécules solubles dans I’eau sont facilement

hydrolysables (Abbasi et al., 2012).

111.1.2. Acidogénese

Cette phase, également appelée phase fermentative, décompose les différents monomeéres issus
de I’hydrolyse en acides organiques a courte chaine (2 a 6 carbones) ; ces acides sont constitués
principalement de I’acide acétique, de 1’acide propionique et de I’acide butyrique. Comme son
nom I’indique, 1’étape d’acidogénese se manifeste souvent par une acidification du milieu. Elle
est en général rapide en raison de la vitesse de croissance élevée des bactéries mises en jeu.
D'autres co-produits sont également générés par ce processus comme le dioxyde de carbone
(CO») et I’hydrogéne (H-), ainsi que de I’azote ammoniacal (sous forme NH4" ou NH3) dans le

cas de la dégradation des protéines (Tchouate Heteu, 2003).
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111.1.3. Acétogenese

C’est I’étape ou les acides gras volatils (AGV) et les substances de petite taille moléculaire
(quelques alcools) sont transformés en acétate par des bactéries acétogenes, en produisant du
dihydrogene (H2) et du dioxyde de carbone (COz) (Benyahia, 2012). Ces molécules vont ensuite
servir de substrat aux bactéries méthanogenes. Les bactéries acétogénes produisent de I’Hz mais
leur activité est inhibée par un exces de Hz dans le milieu. Ainsi, la symbiose de ces bactéries
avec les bactéries consommatrices d’Hz (méthanogénes notamment) est indispensable pour
garantir une bonne activité bactérienne dans le digesteur. Les acétogenes et les méthanogenes
vivent fixées les unes aux autres. Une agitation rapide risque de détruire ce lien d’ou la

recommandation d’un brassage lent (Malina et Pohland, 1992).

111.1.4. Méthanogenese

Les organismes méthanogénes, qui sont strictement anaérobies, consomment I'acétate,
I'nydrogéne et une partie du dioxyde de carbone pour produire du méthane. Leur taux de
croissance est plus faible que celui des bactéries acidogénes. Trois (3) voies biochimiques
(Eq.10 a Eq.12) ) sont utilisées par les agents méthanogenes (Abbasi et al., 2012) :
e Les méthanogenes acétotrophes responsables de 70 % de la production de méthane dans
les digesteurs utilisant I'acétate :
CH;COOH - CO, + CH, (Eq.10)
e Les méthanogeénes hydrogénotrophes qui utilisent I'nydrogéne et le dioxyde de carbone.
CO, + 4H, = CH, + 2H,0 (Eq.11)
e Les méthanogenes méthylotrophiques qui utilisent des substrats méthyles (tels que le
méthanol) et ’hydrogéne pour produire du méthane

CH,0H + H, - CH, + H,0 (Eq.12)

La Figure 23 illustre les différentes étapes de la digestion anaérobie.
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hdatiéres organiques Complexe

(polysacchandes, protéines, lipides)

Hydrolyse I Bactéries fermentatives

Matiéres organicues solubilizées

(suctes simples, acides amings, acides gras)

Acidogéneése I Bactéries acidogénes

Alcools, Acides gras volatils, MNH4"

Acétogénese ', Bactéries acétogénes

Aride acétique, Hy Ci

Archées méthanogénes

Meéthanogénese .
Hydrogénophiles

Figure 23 : Schéma récapitulatif d’étapes de la méthanisation (Cazier, 2015)

Malgré les avantages de la digestion anaérobie, en particulier la production de méthane (CHa),
potentiellement valorisable comme source d’énergie (Figure 24), elle posseéde aussi des
inconveénients :

e lavitesse de croissance des microorganismes est tres faible, ce qui nécessite de fixer des
temps de séjour de boues élevés ;

e il y a potentiellement production d’odeurs ;

o elle est fortement dépendante du pH et sensible aux variations environnementales ;

e celle posséde une écologie microbienne complexe, impliquant différents types de
microorganismes, ce qui conduit a I’absence des conditions optimales simultanément
pour tous les organismes.

Etant donné que parmi les constituants du biogaz, seul le méthane est valorisable

énergétiquement, il serait intéressant de préciser 1’équivalent énergétique d’un metre cube

(m®) de méthane afin de pouvoir estimer 1’énergie produit dans le temps (Figure 24).
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1,7 litre d’alcool a briler

1,15 litre d'essence

9,7 kW/h d'électricité
1 m® de méthane
D

j = 8570 kcal
¥

0,94 m* de gaz naturel
. 1 litre de mazout

1,3 kg de charbon

Figure 24 : Equivalents énergétiques du méthane (Benyahia, 2012)

I11. 3. Facteurs influencant la digestion anaérobie

Le processus d’évolution de la digestion anaérobie dépend de plusieurs facteurs
environnementaux. Il nécessite une interaction complexe de plusieurs paramétres qui doivent
étre en équilibre pour que le digesteur reste stable. Les modifications des conditions
environnementales peuvent perturber I'équilibre et entrainer I'accumulation d'intermédiaires qui
peuvent inhiber le processus global ou I'arréter complétement (Gelegenis et al., 2007). 1l s’avere
nécessaire que le gestionnaire utilise des technologies de contrdle de ces parameétres et les ajuste
en cas de besoin. Plusieurs facteurs a l'intérieur du digesteur ont un effet sur I'environnement
physique et donc sur le taux de digestion des matieres organiques et de production du biogaz
(Ostrem, 2004). Les gestionnaires d'installations doivent surveiller et maintenir les parametres
tels que le pH, la température, le rapport C/N, le temps de séjour, le taux de la charge organique,
la nature des substrats et 1’agitation dans des limites acceptables (Khanal, 2011). En dehors de
ces limites, le digesteur peut se rompre, ce qui peut colter cher car le démarrage est un processus

lent.
I11. 3.1. Température

Les processus anaéerobies, comme les autres processus biologiques, dépendent fortement de la
température. Cependant, comme I’indique la Figure 25, la croissance de I’efficacité de ces
processus n’est pas linéaire, mais dépend plutot des zones idéales de température (Ostrem,

2004). Le rendement du processus est calculé en fonction de la production de biogaz, de la
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vitesse de croissance des microorganismes et de la performance de dégradation du substrat
(Khanal, 2011).

La conversion anaérobie de la matiére organique atteint son efficacité maximale a une
température de 35 a 50°C pour les conditions mésophiles et a environ 55°C pour les conditions
thermophiles. Les processus anaérobies, cependant, peuvent fonctionner dans une plage de
température de 10 & 45°C sans changements majeurs dans I'écosystéme microbiologique. Bien
que le processus de digestion anaérobie thermophile soit généralement plus efficace que le
processus mésophile, il demande un apport énergétique supplémentaire. Cela conduit a la
réduction du bilan énergétique par rapport au digestion anaérobie mésophile (Abbasi et al.,
2012). En général, les processus de traitement anaérobie sont plus sensibles que les processus
de traitement aérobie (Khanal, 2011).

Efficience de la méthanisation

0 10 20 30 40 o0 (1] 70 a0
Température (°C)

Figure 25 : Efficience de la digestion anaérobie selon la température (Ostrem, 2004)

111.3.2. Nature des substrats

Bien que les matiéres organiques soient capables de se dégrader et de produire du méthane,
certaines d’entre elles possedent plus de potentiel méthanogéne que d’autres. La composition
du substrat joue un réle important car elle permet de définir la quantité de biogaz qui peut étre
produite par 1’action des bactéries anaérobies. Par exemple la biomasse lignocellulosique peut
se dégrader et former du méthane, mais la vitesse a laquelle se produit sa décomposition est
lente en raison de la configuration de ses molécules, lesquelles sont plus résistantes a 1’action
des microorganismes (Mata-Alvarez, 2002). La matiére grasse renferme des molécules riches
en carbone et en hydrogene qui peuvent produire du biogaz avec une teneur élevée en méthane.
Ce type de substrat demande aussi de long temps de séjour pour sa dégradation (Malina et

Pohland, 1992). Les résidus d’origine animale peuvent aussi produire du biogaz mais leur
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potentiel est limité étant donné qu’ils contiennent plus d’azote ammoniacal (NH4") par rapport
a d’autres types de biomasses utilisées. Une teneur élevée de cet élément perturbe ’activité des

bactéries pendant la digestion anaérobie et diminue la formation du biogaz (Goux, 2015).

111.3.3. Rapport carbone/azote (C/N)

Le rapport C/N est une mesure des quantités relatives de carbone organique et d’azote présent
dans la matiére premiere. Il renseigne sur le degré de minéralisation de la matiére organique
d’un substrat donné. En effet, plus le taux d’azote est important, plus ce rapport est bas et cela
accélére la vitesse de minéralisation. Pour la digestion anaérobie, le rapport C/N optimal est
compris entre 20 et 30, la plupart des auteurs rapporte 25 comme niveau idéal (Ostrem, 2004).
Un rapport plus élevé entraine une consommation rapide de 1’azote et cela conduit a une
diminution de la quantité de biogaz produit. D’un autre c6té, une trop faible valeur entraine une
accumulation d’ammoniac et un pH dépassant 8,5. La valeur de ce pH est toxique pour les
bactéries méthanogenes. Cela peut conduire a I’inhibition du processus de biométhanisation et
donc a une diminution ou méme a un arrét de la production de biogaz (Goux, 2015). Un rapport
idéal peut étre obtenu en mélangeant des déchets a faibles et a forts rapports C/N, comme par
exemple la co-digestion des déchets organiques solides avec des déjections animales (Ostrem,
2004).

111.3.4. pH et alcalinité

L'acidité ou la basicité du milieu réactionnel joue un réle important dans le fonctionnement d'un
bioréacteur. En effet, le pH doit étre compris entre 6,2 et 7,4 afin d'assurer I'équilibre physico-
chimique du milieu réactionnel avec une valeur optimale autour de la neutralité (Guwy et al.,
1997). Le contrdle régulier de ce paramétre est essentiel pour le bon fonctionnement d’un
digesteur. Le pH varie au cours du procédé de la digestion anaérobie par les produits des
différentes réactions. C’est notamment le carbone et les acides gras qui modifient les pH
optimaux pour les différentes étapes de la digestion anaérobie. On peut ajuster les valeurs, soit
en augmentant le pH optimal pour I’acidogénése compris entre 5,5 et 6,5 ; soit en diminuant le
pH optimal pour la méthanogénéese compris entre 6,8 et 7,2 (Ward et al., 2008).

Le pouvoir tampon est souvent appelé alcalinité en digestion anaérobie. C’est I'équilibre entre
le dioxyde de carbone et les ions bicarbonates. Ceux-ci permettent de résister aux changements
importants et rapides de pH. Le pouvoir tampon est donc proportionnel a la concentration de

bicarbonate. La mesure du pouvoir tampon est une méthode plus fiable pour mesurer le
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déséquilibre du digesteur que les mesures directes de pH, car une accumulation d'acides gras a
chaine courte réduira la capacité de tamponnement de maniére significative avant que le pH ne
diminue. La régulation du pouvoir tampon du milieu est mieux reéalisée en réduisant la charge.
Une approche plus rapide est I'ajout de bases fortes ou de sels de carbonate pour éliminer le
dioxyde de carbone de I'espace gazeux et le convertir en bicarbonate, ou bien le bicarbonate
peut étre ajouté directement (Guwy et al., 1997). L'ajout direct de bicarbonate est plus précis
car la conversion du dioxyde de carbone en bicarbonate nécessitera un délai long pour que
I'équilibre gazeux puisse se produire ; ce qui pourrait entrainer un surdosage. Il a également été
démontré que le rapport substrat/inoculum peut étre également ajusté pour maintenir un pH
constant (Ward et al., 2008).

111.3.5. Temps de séjour

Le temps de séjour appelé également le temps de rétention est le temps pour lequel la matiére
premiere utilisée au cours de la digestion anaérobie reste dans le digesteur. Ce temps est
déterminé par le temps moyen de digestion des matiéres organiques, mesuré par rapport a la
DCO et DBO de I'effluent sortant. Plus un substrat est maintenu longtemps dans des conditions
de réaction appropriées, plus sa dégradation sera compléte. Cependant, la vitesse de production
du biogaz diminuera avec l'augmentation du temps de séjour, ce qui indique qu'il existe un
temps optimal pour obtenir la quantité maximum de ce dernier (Ostrem, 2004). Pour la plupart
des procédés secs, le temps de rétention varie entre 14 et 30 jours, et pour les procédés humides,
entre 15 et 20 jours. La valeur optimale varie en fonction de la technologie en place, la
température du processus et la composition des déchets. Une bonne installation prendra en

considération tous ces facteurs pour déterminer le temps de séjour.

111.3.6. Oxygénation et teneur en eau

L’oxygene est extrémement toxique pour les bactéries anaérobies strictes (acétogenes et
méthanogenes). Il est donc indispensable de protéger le milieu de toute entrée d'air. La fagon la
plus simple étant de travailler en systéme noyé (saturé en eau) dans une cuve avec un « ciel »
de faible volume. Les procédés de méthanisation sont donc spécialement adaptés pour les

déchets trés humides (teneur en eau supérieure a 80 %) (Faixo, 2018).
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111.3.7. Charge organique entrante

Si le dechet est bien fermentescible, il faut éviter les surcharges brutales (augmentation de plus
de 20 % en moins d'une journée) qui risquent de déséquilibrer le processus et d'acidifier le
milieu par suite d'une trop rapide production d'acides gras volatils. Pour les déchets organique
dont la matiére séche représente 50%, on obtient environ 1 Nm? de biogaz par kilogramme de

matiére organique (INm3/KgMO) dégradée (Goux, 2015).

111.3.8. Agitation

L’agitation du contenu du digesteur assure un transfert rapide de 1’oxygeéne dans le liquide, une
solubilisation rapide du substrat, un bon contact entre les microorganismes et le substrat et une
homogénéité de la température. Elle empéche également la formation de la crolte en surface et

facilite le dégagement du gaz (Ngoma et al., 2015).

I11.4. Différents types de digesteurs

Le digesteur, encore appelé fermenteur ou bioréacteur-anaérobie, est généralement constitué
d’une cuve fermée, étanche a I’air et isolée thermiquement de 1’extérieur dans laquelle les
microorganismes se sont enfermés pour dégrader chimiquement et biologiquement les effluents
organiques et produire du biogaz (Gelegenis et al., 2007). La classification des digesteurs varie
en fonction du type de déchets a traiter et de I’application visée. Nous pouvons classer les
digesteurs selon (Rakotondramiarana, 2004) :

> le mode d’alimentation : batch (discontinu), continu ou semi-continu ;

> le type de substrats : solide, semi-solide ou liquide ;

> le nombre d’étapes : mono ou bi-étapes selon que la méthanisation et 1’acidogénése se

déroulent dans un méme digesteur ou dans des cuves séparees.

Pour cette étude 1’on se limitera aux digesteurs en mode batch ou mode discontinu. Ils ont
I’avantage d’étre simple a mettre en place car il s’agit d’une construction simple contrairement
a la construction des digesteurs en mode continu qui est bien adaptée pour les installations de
grande taille (Kastner et al., 2012). Le mode opératoire pour la digestion en mode batch consiste
a introduire dans les digesteurs les substances organiques et laisser digérer, le temps de séjour
étant fonction de la température et d’autres facteurs comme la nature des substrats (Gelegenis
et al., 2007). Apres la digestion, le digestat est évacué du réacteur et le processus peut
recommencer. Ce systéme est souvent utilisé pour traiter les déchets solides comme les fumiers,

les ordures ménageres, les résidus agricoles etc. (Rakotondramiarana, 2004).
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I11.5. Valorisation énergétique de E. crassipes et P. stratiotes.

E. crassipes et P. stratiotes, faisant partie des macrophytes flottants a la surface des eaux
douces, sont des plantes aquatiques envahissantes. Ces plantes sont devenues de véritables
fléaux des eaux douces du monde entier. Cela a cause des effets néfastes sur I’écosysteme
aquatique et les activités humaines. En effet, les plantes invasives alterent le bon
fonctionnement des écosystemes aquatiques en menacant les péches, les transports fluviaux, le
tourisme, etc. (Almoustapha et al., 2009). De plus, en empéchant la pénétration du rayonnement
solaire, le tapis dense d’E. crassipes et P. stratiotes, diminue la photosynthése des producteurs
primaires a la base des chaines alimentaires. La dégradation des feuilles mortes entraine
I’asphyxie du milieu, conduisant ainsi a I’eutrophisation du plan d’cau et privant d’oxygéne les
especes de 1’écosystéme. On observe ainsi le manque d’oxygene pour les animaux aquatiques
vivant dans les milieux de grandes proliférations de ces plantes. Cela a des conséquences
négatives sur la péche, sur la navigation, Dl’irrigation, la production d’¢lectricité et la
conservation de la diversité biologique car elle provoque la disparition de nombreuses espéces
de flore et de faune (Adjahatode et al., 2016). Les premiéres initiatives adoptées dans le but
d’éradiquer ces plantes, par voie physique (mécanique), chimique ou biologique ont rapidement
montré leurs limites face a la vitesse de multiplication de celles-ci. C’est dans ce contexte que
certains auteurs ont menées des études visant a trouver des techniques fiables pour valoriser E.
crassipes et P. stratiotes, qui respectent de fagon durable 1’environnement dans toutes ses
formes. Ainsi, il a été démontrée que ces deux plantes se révelent tres efficaces dans plusieurs
domaines tels que 1’épuration des eaux usées (Gupta et Mahindrakar, 2012). Toutefois, la
gestion des macrophytes provenant d’une station d’épuration des eaux usées reste toujours un
défi a relever. Ainsi, ces plantes peuvent étre utilisées dans I’alimentation du bétail et dans la
confection des objets d’art et de décoration tels que les représentations animales, les porte-
stylos, les sacs, ... Plusieurs auteurs ont démontré 1’utilisation d’ E. crassipes et P. stratiotes
dans les processus de méthanisation et de compostage (Almoustapha et al., 2009; Pantawong
et al., 2015, Njogu et al., 2015, Adjahatode et al., 2016, Kumar et al., 2017). Etant donné la
quantité de biomasse qui est disponible aprés ce traitement des eaux, il est donc intéressant de
trouver des voies de valorisation de cette derniere. Le Tableau 7 présente les expériences
impliquant E. crassipes et P. stratiotes dans la production du biogaz qui ont été recensées dans

la littérature.
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Tableau 7 : Données de la littérature sur la production du biogaz avec E. crassipes et P.

stratiotes
Matériel Biogaz Temps de | Températur Tye de
végétal (mL/Kg.M. | % CH, | Résidence e Réacteur
Auteurs seche) (jours) (°C)
Digesteurs en
(Almoustapha | E. crassipes 392,37 - 54 - mode discontinu
et al., 2009) de 200 litres
(Kumar et al., | P. stratiotes 720 - 30 30 Digesteurs en
2017) mode discontinu
(2 litres)
saison seche
(Adjahatode 3500 - 64 (30-40 °c)
et al., 2016) E. crassipes saison Digesteurs en
25000 - 96 pluvieuse | mode discontinu
(20-30°C) (5 md)
Digesteurs en
(Pantawong P. stratiotes 400 66,35% 45 40 mode discontinu
et al., 2015) de 2 litres
(Njogu et al., | E. crassipes Digesteur en
2015) 5000 53% 36 22,8-36,6 mode
discontinu
(6 m)

Conclusion partielle

La digestion anaérobie ou methanisation constitue une alternative source d’énergie pour les

pays en voie de développement. Outre la production d’énergie, cette technique constitue une

voie de recyclage et de gestion des déchets pouvant étre responsables des différentes causes de

maladie une fois que ces deniers sont rejetés clandestinement dans 1’environnement. Pour la

réussir, cette technique nécessite que certains parametres notamment la température, le pH, la

teneur en matiére organique etc... soient suivis quotidiennement. Les déchets utilisés dans ce

processus doivent étre riches en matieres carbonées et facilement biodégradables.
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CHAPITRE IV. MODELISATION ET OPTIMISATION PAR LA METHODE DES
PLANS D’EXPERIENCES

Introduction

La découverte de I’outil informatique a favorisé le développement de plusieurs techniques
scientifiques dont la Méthodologie de la Recherche Expérimentale (M.R.E). La M.R.E encore
appelée plans d’expériences permet d’optimiser 1’organisation des essais afin de résumer les
connaissances disponibles sous forme d’équations (Khoder, 2011). Elle met en exergue le lien
qui existe entre une grandeur d’intérét appelé réponse ou observation (y) et des variables
appelés facteurs (xi) (Rabier, 2007). Elle permet d’analyser le comportement des systémes
complexes, difficiles a étudier autrement (Goupy et Creighton, 2006). L’objectif de cette
méthodologie qui obéit a des reégles mathématiques strictes avec 1’adoption d’une démarche

rigoureuse, est d’obtenir un maximum d’informations avec un minimum d’expériences.

IV.1. Vocabulaire de base des plans d’expériences

Le chercheur est souvent amené a comprendre comment évolue un systéeme en fonction des
facteurs capables de le modifier. Pour visualiser cette évolution, il effectue des mesures de la
réponse et va ensuite chercher a établir des relations de cause a effet entre les réponses et les
facteurs (Figure 26).

Facteurs controlables

SYSTEME Rép[}nses

L i

Facteurs non controlables

Figure 26 : Vocabulaire pour les plans d’expériences (Gendre et al., 2009)
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1V.1.1. Définition d’une réponse (Y)

Une réponse expérimentale (parfois appelée variable dépendante) est une manifestation
mesurable que I’on observe lorsque I’on fait varier les facteurs étudiés. Un phénomene peut étre
éventuellement décrit par plusieurs réponses expérimentales. Elle doit étre représentative et le
moins dispersée possible pour des variables d’entrée constantes. La réponse Y peut étre
exprimée sous la forme Y = f (X1, X2, Xs, ..., Xn) ou f est la relation fonctionnelle qui lie la
réponse aux n facteurs X1, Xz, Xs, ..., Xn. Dans le cadre des processus d’optimisation, la
grandeur étudiée dont on recherche les meilleures valeurs est généralement appelée fonction
objective. Les fonctions objectives peuvent étre une réponse particuliére ou une combinaison

de plusieurs réponses du systéeme étudié (Khoder, 2011).

IVV.1.2. Définition des facteurs (X)

Les variables qui sont susceptibles de modifier la réponse sont appelées facteurs. On parle donc
des facteurs dont dépend la réponse (Karam, 2004). Les facteurs rencontrés dans 1’étude des
plans d’expériences jouent un rdle important lors de leur mise en place et de I’interprétation des
résultats obtenus. Les facteurs sont classés en plusieurs catégories. : les facteurs continus, les

facteurs discrets, les facteurs ordonnables et les facteurs booléens (Goupy et Creighton, 2006).

¢+ Facteurs continus ou quantitatifs
Les facteurs quantitatifs ou continus sont ceux naturellement exprimés a 1’aide de valeurs
numériques et pour lesquels I’on peut définir un domaine expérimental d’intérét. Le pH est un
exemple de facteur quantitatif. Dans un intervalle de pH donné, on peut choisir toutes les
valeurs possibles. Il en est de méme pour la pression, longueur, la concentration ou la
température. Les valeurs prises par les facteurs quantitatifs sont donc représentées par des

nombres continus.

¢+ Facteurs discrets ou qualitatifs
Contrairement aux facteurs quantitatifs, les facteurs discrets ou qualitatifs ne peuvent prendre
que des valeurs particuliéres. Ces valeurs ne sont pas nécessairement numériques. Un facteur
discret peut étre représenté soit par un nom, une lettre ou une propriété. Par exemple, le godt et

la couleur sont des facteurs discrets.
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% Facteurs ordonnables
11 s’agit de facteurs discrets que 1’on peut mettre dans un ordre bien précis. Par exemple petit,

grand et moyen ou encore premier, deuxiéme, troisieme et quatrieme.

X/

% Facteurs booléens
Les facteurs discrets qui ne peuvent prendre que deux valeurs sont appelées des facteurs

booléens (haut ou bas, ouvert ou fermé, blanc ou noir, etc.).

IV.1.3. Domaine expérimental

La définition du domaine expérimental résulte directement de 1’étape préceédente, a savoir de la
définition des facteurs et de leurs modalités. En effet le domaine expérimental est défini comme
¢tant I’ensemble des combinaisons réalisables a partir des modalités des facteurs. Lorsque tous
les facteurs ont le méme nombre de modalités, le domaine est dit symétrique, dans le cas
contraire, il est asymétrique. Par exemple pour 3 facteurs a 4 modalités, 2 facteurs a 3 modalités
et 1 facteur a 2 modalités, le domaine expérimental est asymétrique et se compose de 1152
combinaisons possibles (Rabier, 2007). La maitrise de la méthodologie des plans d'expériences
découle de deux (2) expressions essentielles, celle d'espace expérimental et celle de

modélisation mathématique des grandeurs étudiées.

IV.1. 4. Notion d’espace expérimental

Un industriel ou un scientifique qui débute une étude s'intéresse chaque fois a la grandeur qu'il
veut connaitre a savoir la valeur a chaque essai. La grandeur de cette valeur est fonction de
plusieurs variables. Dans les plans d’expériences au lieu d’utiliser le terme « variable » on
utilise souvent le mot facteur. La valeur attribuée a un facteur pour réaliser une expérience est
appelée niveau. Lorsqu'on cherche a déterminer I'influence d'un facteur, on limite, en général,
ses variations entre deux (2) bornes. La borne inférieure nommée niveau bas et la borne
supérieure appelée niveau haut. Le domaine expérimental regroupe 1I’ensemble de toutes les
valeurs que peut prendre le facteur entre le niveau bas et le niveau haut. On note le niveau bas
par —1 et le niveau haut par +1 (Figure 27). Ces variables sont dites codées, normées ou centrées
réduites (Goupy, 1990). La théorie des plans d’expériences et les statistiques qui y sont utilisées
permettent d’identifier le nombre d’expériences minimales a réaliser afin de tirer le maximum

d’informations concernant un phénomene donné. Une ou plusieurs réponses sont ensuite
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modélisées par une equation mathématique qui sert par la suite a prédire ces réponses dans un

domaine expérimental afin de les minimiser ou de les maximiser (Gendre et al., 2009).

Domaine de varnation du facteur

Facteur |

- N

Miveau bas

.

MNiveau haut

Figure 27 : Domaine expérimental d’un plan d’expériences a 2 nivaux (Goupy et Creighton,
2006)

IV.1.5. Notion de modélisation mathématique

On met en place a priori une fonction mathématique qui relie les facteurs et la réponse (Eq.13).
Pour résoudre 1’équation, on fait recours a un développement limité de la série de Taylor-Mac
Laurin. Les dérivées sont supposées constantes et le développement prend la forme d'un

polyndme de degré plus ou moins élevé (Goupy et Creighton, 2006, Gendre et al., 2009) :

Y=ap +Xa;X;+ X a; XiXj + - X ag Xf +2 Ajj...2X;X; . Xy (Eq.13)
Ou:

* Y est la réponse ou la grandeur d'intérét. Elle est mesurée par 1’expérimentateur et elle est
obtenue avec une méthode donnée.

« X; correspond a un niveau attribué au facteur i par I'expérimentateur pour réaliser ses essais.
Cette valeur est parfaitement connue d’avance. On suppose méme que ce niveau est fixé au
début des essais

* ag, aj, aij, aii sont les coefficients du modéle mathématique obtenu apres modélisation. lls ne
sont pas connus et doivent étre calculés a partir des résultats expérimentaux.

L'avantage de modéliser la réponse par un polynome est d’étre a mesure de prédire par la suite

toutes les réponses du domaine d'étude sans faire d’autres expériences

1VV.2. Notion d’interaction

Il'y a interaction entre deux (2) facteurs A et B si I’effet de A sur la réponse dépend du niveau

de B ou inversement (Vivier, 2002).
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IVV.3. Matrice d’expériences

Une matrice d’expériences représente sous forme codée ou normée 1’ensemble des expériences
a réaliser. Elle est constituee de N lignes, correspondant a N expériences, et de K colonnes,
correspondant aux K variables étudiées. L’¢lément xj; de la matrice ainsi formée correspond au
niveau que prend la j-éme variable (codée ou normée) a la i-eme expérience (Goupy Creighton,
2006).

IV.4. Plan d’expérimentation

Un plan d’expérimentation est la traduction d’une matrice d’expériences exprimée en fonction
des facteurs (ou éventuellement des variables réelles). IL contient des données, directement
utilisables par I’expérimentateur. Ce tableau est, comme la matrice d’expériences, constitué¢ de
N lignes et de K colonnes. Chacun de ces eléments Ujj correspond & un niveau que prend le j-

éme facteur (ou la j-éme variable naturelle) a la i-eme expérience (Karam, 2004).

IV.5. Principe des plans d’expériences
La méthodologie utilisée par les plans d’expériences aide a répondre aux exigences fixées. Le
principe de cette technique consiste a faire varier simultanément les niveaux d’un ou plusieurs
facteurs a la fois a chaque essai. Ceci permet d’une part, de diminuer fortement le nombre
d’expériences a réaliser tout en augmentant le nombre de facteurs étudiés et d’autre part, de
détecter les interactions entre les facteurs et la détermination du réglage dit optimal de ces
facteurs par rapport a une réponse (Mahunon et al., 2018). La bonne stratégie lors d’utilisation
des plans d’expériences est donc de parvenir a minimiser le plus possible le nombre
d’expériences a réaliser sans sacrifier la précision sur les résultats.
On distingue plusieurs plans différents. Néanmoins, on peut classer les plans d’expériences en
deux grandes catégories (Karam, 2004) :

= les plans pour estimer et comparer les effets des différents parametres ;

= les plans qui ont pour but d’atteindre les conditions optimales d’expérimentation.
Toutes les catégories de plan d’expériences utilisent la méme méthodologie qui est en cing (5)
étapes. Ces cing (5) etapes sont les suivantes (Belayachi, 2019) :

= définir les objectifs et critéres ;

= choisir les réponses ;
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= choisir les facteurs a étudier et le domaine expérimental ;
= établir la stratégie expérimentale ;

= interpréter les résultats.

IV.6. Criblage des facteurs

La technique du criblage ou « screening » en anglais, permet de déterminer, parmi un ensemble
initial de facteurs, ceux qui exercent une influence statistiquement non négligeable sur les
variations de la réponse. Il s’agit donc d’un procédé visant a une selection parmi un lot de
facteurs ceux qui sont sensés influencer un phénomeéne, ceux dont 1’expérimentateur ne peut

pas s’en passer au cours de ses expériences (Vivier, 2002).

IV.7. Etude de quelques plans d’expériences
IV.7 .1. Plans de degré 1 : Plans factoriels complets

Le plan factoriel complet permet de fournir une information la plus compléte possible sur des
systemes présentant relativement peu de facteurs. Ces plans consistent a faire varier toutes les
combinaisons possibles, en faisant varier simultanément tous les facteurs a tous leurs niveaux.
D’ou leur nom de plans factoriels complets ou plus simplement plans complets (Gendre et al.,
2009). Les plans factoriels complets (PFC) sont des plans de degré 1 dans lesquels les facteurs
ne peuvent prendre que 2 niveaux distincts correspondants a (-1) et (+1) en variables codées.
Ce sont des plans & N = 2nombre d’expériences a réaliser ol k représente le nombre de facteur.
Le modéle mathématique associé aux plans factoriels complets est un polynéme du premier
degré par rapport a chaque variable. On suppose que les effets des facteurs sont additifs et qu’il

peut y avoir des interactions entre les facteurs. Ce modele se présente comme suit :

Y = by + Z b; X; + z by XiX; (Eq. 14)
Y représente la réponse mesurée
bo : effet moyen
bi : effets principaux
bij : effet d’interaction entre le facteuri et j
Xi est le niveau attribué au facteur i
X; est le niveau attribué au facteur j

Xi X] représente ’interaction entre les facteurs i et j
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IV.7.2. Plan Factoriels Fractionnaires

Dans la section précédente 1’on vient de rapporter qu’avec les plans factoriels complets le
nombre d’essais a réaliser augmente trés vite avec le nombre de facteurs a étudier. C’est
pourquoi les expérimentateurs utilisent de préférence les plans factoriels fractionnaires. Les
plans factoriels fractionnaires résultent du fractionnement d’un plan factoriel complet. Ils
permettent d’étudier tous les facteurs mais le nombre de conditions opératoires est divisé par 2
ou par 4 fois ou par 2q (ou g est le nombre de facteurs). Néanmoins, ces plans fractionnaires ne
permettent pas d’étudier les effets d’ordre supérieur (X2, Xs,) et les interactions d’ordre

supérieur (Khoder, 2011).

V.7 .3. Plans du second degré : Plans composites

Le plan composite consiste a réaliser les essais d’un plan factoriel, complété par des expériences
au centre du domaine d’étude et des essais en étoile.
Le nombre total d’essais (N) a réaliser est la somme de :

- nhfessais d’un plan factoriel complet ;

- 2k essais en étoile sur les axes a une distance o du centre du domaine ;

- np essais a réaliser au centre du domaine expérimental.
Les plans composites sont des plans associés au modele mathématique ayant un polynéme du
second degré avec interactions. On ne conserve, en général, que les interactions d’ordre deux

(Goupy et Creighton, 2006). Ainsi, 1’équation (EQ.15) de régression s’écrit :

Y=Dbo+ XbhXi+XbXX;+ .2 b X} +bij , XiX; ... X, (Eq.15)

Avec :

bo le coefficient de 1’effet moyen ;

bi, bj bz les coefficients des effets principaux ;

bij les coefficients des effets d’interaction entre le facteurietj ;

Xi, Xj les variables codées du facteur i et j.

Le plan d’expérience le plus utilisé dans cette catégorie est le plan central composite (PCC) qui
est généralement appelé plan composite (Mahunon, 2017). Pour ce type de plan, chaque facteur
est a cing (5) niveaux : -a, -1, 0, +1 et +o. Contrairement aux plans factoriels complets, le
domaine expérimental est ici délimité par le rayon o qui peut prendre des nombres

fractionnaires. Alors, la construction d’une matrice d’expériences se fait en remplacant les
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variables codées par leurs valeurs réelles. Dans le cas du plan composite complet, elle s’obtient

en combinant une série de trois essais issus des trois différentes parties.

IV.8. Logiciels pour les plans d’expériences

L’outil informatique joue un rdle primordial dans la réalisation rapide et précise d’une
recherche menée a I’aide d’un plan d’expériences. Il existe donc plusieurs logiciels de
traitement des données possédant des bibliothéques de plans classiques et capables de construire
les plans sur mesures, ou avec un tableur qui nécessite de la programmation et du temps. Parmi
ceux-ci on peut citer Statgraphics, XLSTAT, JMP, Minitab, NEMROD.

I1 est possible d’utiliser des logiciels directement spécialisés dans la problématique des plans
d’expériences. Il s’agit le plus souvent des modules particuliers des logiciels de statistique
présentés dans le paragraphe précédent. Prenons par exemple le cas du logiciel SAS (Statistical
Analysis System) le module SAS/QC (Quality Control) (dédié au contrdle de la qualité) permet
d’avoir acceés a de multiples procédures relatives a la construction des plans d’expériences. Il
existe cependant un logiciel, NEMROD, qui est exclusivement dédié a la construction et a

I’analyse des plans d’expériences (Mahunon , 2017).

Conclusion partielle

La méthodologie de recherche expérimentale constitue une meilleure méthode de recherche par
rapport aux méthodes classiques. En effet, elle permet d’obtenir des résultats tout en minimisant
le nombre d’expériences, ce qui permet de gagner en termes de temps et de réactifs. Elle étudie
les interactions et permet d’avoir une vue globale du domaine d’étude. Elle est basée sur la
modélisation des résultats expérimentaux, ce qui permet de prévoir les résultats expérimentaux
a partir d’une équation mathématique. Elle permet également de déterminer les conditions
optimales d’expérimentations pouvant conduire a de meilleurs résultats. On peut classer les
plans d’expériences en deux grandes catégories a savoir les plans pour estimer et comparer les
effets des différents parametres et les plans qui ont pour but d’atteindre les conditions optimales

d’expérimentation.
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Cadre conceptuel de I’approche méthodologique
L’approche globale de la méthodologie de la présente étude est décrite a la Figure 28. Quatre
(4) essais ont été réalisés. Le premier a consisté a examiner I’influence des facteurs temps de
séjour, densité des plantes et charge intiale en phosphore sur la phytoremédiation des eaux de
rejet de station d’épuration (STEP) de I’INP-HB Centre en utilisant Eicchornia crassipes et
Pistia stratiotes. Il a été réalisé dans un lagunage a macrophytes constitués des bacs de 27 litres
selon les conditions expérimentales définies par le Plan Factoriel Complet (PFC). Cet essai a
consisté en la détermination des concentrations résiduaires en POs>, NO3, NH4* et DCO. A
I’issue de cet essai, les conditions optimales obtenues ont été appliquées pour réaliser le
deuxieme essai qui a consisté a traiter les eaux de rejets du bassin facultatifs de la STEP de
Buterere au Burundi. Il s’agit d’un temps de séjour de 30 jours, d’une densité des plantes de 60
pieds/m? et de la concentration intiale en phosphates (PO4%) de 10 mg /L. Ces deux (2) premiers
essais de traitement ont été réalisés avec de 1’eau usée de rejets des STEP de INP-HB centre en
Cote d’Ivoire et de Buterere au Burundi et ont duré huit (8) mois, soit deux (2) mois pour la
détermination et la validation (cinétique d’élimination des nutriments) des conditions optimales
de I’élimination des nutriments et six (6) mois pour la conception du dispositif expérimental et
les traitements en modes continu et discontinu des eaux de rejet du bassin facultatif de la
STEP de Buterere au Burundi. Le troisieme essai a consisté en la détermination de la
composition élémentaire, identification et dosages des metabolites secondaires dans Eicchornia
crassipes et Pistia stratiotes avant et apres la phytoremediation des eaux usées. Ces essais été
réalisés a partir de ’extrait et du broyat obtenus a 1’aide de la poudre provenant de ces
macrophytes apreés les avoir séches pendant une période d’un mois et demi sur les paillasses du
laboratoire afin d’éviter 1’évaporation des composés phénoliques. Le screening phytochimique
réalisé sur I’extrait et le broyat a révélé la présence des phénols, des flavonoides et des tannins.
C’est sur ces composés qui ont été révélés par le screening phytochimique qu’a consiste le
dosage des métabolites secondaires. Quant au quatriéme essai, il s’agit de la détermination du
pouvoir energétique de Eicchornia crassipes et de Pistia stratiotes par co-digestion anaérobie
apres leur cycle utilisation en phytoremédiation des eaux usées. Les expériences ont été réalisés
en mode discontinu dans trois (3) digesteurs de 4 litres en utilisant des substrats soit constitué
de Eichhornia crassipes seule ou Pista stratiotes seule ; soit de leur mélange en presence de la
boue de la STEP comme inoculum. Les essais ont été réalisés dans les scenarios du rapport
substrat /inoculum (S/1) 3/1, 2/1 et sur le témoin. Les essais ont duré un période de trois (3)

mois ¢’est -a-dire un mois pour chaque type de substrats et un mois pour leur mélange.
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E ssais realises
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Essai 2 ;. Application des conditions optimales
pour le traitement en modes semi-continus des
eausx usées de la STEF de Buterere an Burundh

Essai 3: Déterminahon de la composition

élémentaire, identification et  dosages des
metaholites secondaires dans les macrophytes

aprés phytoremediation

|

Essai 4 . Détermination du pouvoir énergétigque

de Ricchormia crassipers et de Pista stratiotes

-

—

Param etres evalues

Objectfs

. Caractérization des eaux de rejet de la STEP INP-HE

centre (pH, MES, POs*, MOz, NHy*, DCO, DBRO)
Détermination des concentrations résidualres et les
taux d'abattement de POy¥, MOs~, MNHs* et de la

Lo

Détermination des conditions

phytoremédiation

Cinéhique d'élirmnation dez nutniments dans les

conditions ophimales

. Temps de séjour Hydraulique

optimales de la

—_—

Déterminer les effets du temps de
s&our, de la den=ité des plantes et
de la charge imitiale en phosphore

sur la performance épuratoire d° &

crassipes et de P stratiotes dans le

. Caractérisation des eaux de rejet de la STEF de Buterere {(pH,

MES, POw¥, MOy, MHsY, DCO, DBO, Chlorophylle (&, B et O

Détermmination des concentrat ons

résduaires et les taux

d"ahatternent de PCw*, MOz, MHy*Y, DCO, Chlorophylle (A B

et C)

. Composition en ééments traces métalli ques (macroéléments,

rnicroéléments et oligo & éments)

. Beoreening phytochimique surle brovat et 1" extrat de Eicchorma

crassipes et Pisha stratiotes afin de réwéler la présence ou pas

des métabolites secondaires

. Dosages des métabolites secondaires gqw ont été 1dentifiés par

. Caractérisation des substrats

CCuantficabon du biogas

. Caractérisation du hiogaz

. Buvis de " évolution de certains parameétres dans les digestewrs

Figure 28 : Schéma de 1’approche conceptuelle de la méthodologie de 1’étude
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CHAPITRE V. MATERIEL ET DISPOSITIFS EXPERIMENTAUX
V.1. Matériel

V.1.1. Matériel végétal

Pour cette étude E. crassipes et P. stratiotes ont été sélectionnés et collectés dans le bassin
versant de la riviere Kinyankonge, exutoire des rejets de la STEP de Buterere (S 3°20°16,647" ;
E 29°15732,525") au Burundi entre Novembre 2018 et Février 2019. En Coéte d’Ivoire, ces
derniers ont été collectés dans la période d’Avril et Juin 2018 dans les lacsn® 9 (N 5° 16 38,8,
W 6°49°0,08") et 10 (N 5° 16” 38,8”°, W 6° 49’ 0,08’”) a Yamoussoukro, entre les quartiers
N'Zuessy et Habitat en Céte d’Ivoire.

V.1. 2. Eaux usées

Les échantillons d’eaux usées ont été prélevés a la sortie de la station d’épuration des eaux
résiduaires en provenance de la cité estudiantine de I’Institut National Polytechnique Félix
Houphouét Boigny (INP-HB) de Yamoussoukro (Céte d’Ivoire). Au Burundi, les échantillons
d’eaux usées qui ont été utilisées au cours de cette étude ont été prélevés a la sortie du bassin

facultatif de la station d’épuration des eaux résiduaires de Buterere.

V.2. Dispositifs expérimentaux
V.2.1. Dispositif experimental pour la détermination des conditions optimales de la
phytoremédiation

Pour chaque type de macrophytes, huit bacs en polyéthylene d’une capacité de 27 litres ont été
utilisés pour constituer le pilote expérimental. Dans chaque bacs un volume de 25 litres d’eau
usée a traiter a été introduit. Ils ont été placés sous une galerie pour éviter une évaporation
accélérée des eaux par le rayonnement solaire. Ce site expérimental présente les caractéristiques
climatiques suivantes : température annuelle moyenne allant de 21 a 32 ° C et des précipitations
comprises entre 1 200 et 1 900 mm/an (Coulibaly et al., 2015).

V.2.2. Pilote expérimental pour le traitement des eaux usées en mode semi-continu

Le lagunage a macrophytes flottants a été mis en place a I’aide d’un pilote expérimental installé
dans les enceintes du Campus Mutanga de 1’Universit¢é du Burundi (Coordonnées GPS :
S3°22°54", E29°23°03" ; altitude : 798,7 m). Cette zone d’étude est caractérisée par une
pluviométrie variant entre 800 et 1 100 mm/an et une tempeérature qui varie entre 23 a 28 °C
(Nsavyimana, 2015).
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Le dispositif expérimental est constitué en deux (2) séries de bassins interconnectés qui sont
alimentés par un tank réservoir (capacité 5 m®) et dans lesquels P. stratiotes et E. crassipes sont
respectivement cultivés depuis 1’alimentation en effluent. Pour dupliquer les essais afin
d’évaluer leur reproductibilité, six tanks expérimentaux (P1 - P2 - P3//E1- E2 - E3) et deux
tanks témoins (T1// T2) ont été utilisés lors de la mise en place du pilote expérimental y compris
le grand tank réservoir (Figure 29). Ces tanks ont chacun une capacité de 1,5 m3 (1,68 m X 1,38
m X 0,65 m). Les tanks T1, P1, P2 et P3 sont connectés directement au tank réservoir par un
répartiteur pour recevoir progressivement de I’eau usée en mode continu. En contrepartie, les
tanks T2, E1, E2 et E3 sont a leur tour connectés respectivement a T1, P1, P2 et P3. La Figure

29 illustre le schéma du pilote expérimental utilisé pour mener cette étude.

Ezux de rejet du
baszin facultatif
ds la ETER da
Buterere
g 0
ks o T Tank réservoir
T2 T1 (5000 Litres)
— =
E
| -
- I AP
E3 B3
I:I:] E'::
% i T
E2 P2

Figure 29 : Schéma du pilote expérimental de la phytoremédiation en mode continu.

E : Effluent a traiter ; P. stratiotes (P1 : essai 1 ; P2 : essai 2, P3 : essai 3); E. crassipes (E1
cessal 1; E2 :essai 2, E3 : essai 3), S : Sortie d effluent traité ; 1 : Evacuation de [ effluent
traité ; 2 : Evacuation P1, P2 et P3 a la fin des essais ; 3 : Evacuation E1 ; E2 et E3 a la fin

des essais ; T1 et T2 : Tanks témoins, Vanne : ‘
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V.2.3. Dispositif pour la production du biogaz par co-digestion anaérobie d’E.

crassipes et de P. stratiotes
Le montage expérimental qui a été utilisé comprend trois (3) dispositifs : (i) le dispositif de
digestion anaérobie, (ii) le dispositif de quantification du biogaz et (iii) le dispositif de
détermination des teneurs en méthane (CHa) et en dioxyde de carbone (CO2) du biogaz (Figure

30).

Caractérisation du biogaz

|
L :
- .

| Digestion anaérobie | | Quantification du biogaz

5 .

"

. " Régulateur de température Q‘g 4

Figure 30: Montage expérimental de production du biogaz par digestion anaérobie
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CHAPITRES VI. METHODOLOGIE

VI1.1. Appareillage

V.1.1. Principe de fonctionnement du Spectrophotométre (UV-visible)

La spectrophotométrie est une technique d’analyse quantitative basée sur la propriété de la
matiére, et plus particuliérement de certaines molécules, d’absorber la lumiére ou la densité
optique a certaines longueurs d’ondes du spectre UV-visible. La quantité de lumiere absorbée
est proportionnelle a la concentration de ces molécules étudiées. Pour cette étude la lecture de
I’intensité de coloration a été effectuée a I’aide du spectrophotometre UV/VIS de marque

JASCO V —-530a 770 nm

V1.2. Principe de fonctionnement du Diffractométre aux Rayons X (DRX)

La Diffraction des Rayons X (DRX) est une technique de caractérisation des matériaux
cristallisés, qu’ils soient massifs, sous forme de poudre ou de dépdts. Cette technique est
principalement appliquée aux matériaux inorganiques : minéraux, métaux, alliages et
céramiques. Les faisceaux de Rayons X produits par le tube sont envoyés sur I’échantillon dans
lequel ils sont déviés par les atomes. Ces faisceaux diffractés interférent entre eux, conduisant
a la production d’un signal intense dans certaines zones précises de 1’espace. Ce signal est
collecté par le détecteur, tracé sous forme d’une courbe (diffractogramme) présentant des pics
a des angles bien specifiques de diffraction (Kenfack, 2014). La position de ces pics est une
véritable signature de I’arrangement des atomes a 1’intérieur d’un cristal (distance entre atomes,
entre plans intracristallins). Pour cette étude le DRX de type SEPERMINI 2000 de marque
Rigaku a été utilisé.

V1.2. Détermination des conditions optimales de phytoremédiation

En se référant aux travaux antérieurs relatifs a la phytoremédiation, le temps de séjour, la densité
des plantes et la charge initiale en phosphates ont été choisis comme des variables ou parametres
experimentaux pour conduire cette étude ( Fonkou et al., 2010, Gupta et Mahindrakar, 2012,
Ugyaet al., 2015, Ting et al., 2018, Mahunon et al., 2018). Le phosphore a été choisi parmi les
nutriments pour apprécier son influence dans ce processus. Il est considéré comme le facteur

limitant la croissance des plantes aquatiques malgré la disponibilité de 1’azote (Shah et al.,
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2015). Un plan factoriel complet (PFC) a été utilisé dans le but d’évaluer les effets des facteurs
principaux et leurs interactions sur la phytoremediation (Kaifas et al., 2014, Guittonny-Philippe
et al., 2015). Pour les trois (3) variables retenues, le modele prévoit 8 expériences et les taux
d’abattement en phosphore, en nitrate, en azote ammoniacal et en Demande Chimique en
Oxygéne (DCO) ont été choisis comme réponses ou facteurs d’intérét. Le domaine
expérimental est consigné dans le Tableau 8 ou les valeurs de chaque paramétre ont été choisies
en se référant aux travaux antérieurs (Gupta et Mahindrakar, 2012, Mahunon et al., 2018).

Tableau 8: Domaine expérimental de la phytoremédiation des échantillons d’eaux usées

Facteurs Niveau des facteurs
-1 1
Temps de séjour (j) 5 30
Densité des plantes (Pieds/m?) 30 60
Charge initiale en POs* (mg/L) 2 10

La matrice d’expérience y compris les essais au centre du domaine expérimental ainsi que le
plan d’expérimentation sont présentés dans le Tableau 9. Le plan d’expérimentation est obtenu
en remplacant dans la matrice d’expériences, les valeurs -1 et +1 des variables codées par les
valeurs réelles des facteurs correspondants. Chaque ligne de la matrice expérimentale (matrice

de Yates) indique les conditions expérimentales de 1’expérience a effectuer.
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Tableau 9 : Matrice d’expériences et plans d’expérimentation

N° Essais Matrices d’expériences Plan d’expérimentation
Valeurs codées Valeurs réelles
X1 X2 X3 Ul U2 U3

Temps Plantes PO*
(jours) (pieds /m?) (mg/L)

1 -1 -1 -1 5 30 2

2 1 -1 -1 30 30 2

3 -1 1 -1 5 60 2

4 1 1 -1 30 60 2

5 -1 -1 1 5 30 10

6 1 -1 1 30 30 10

7 -1 1 1 5 60 10

8 1 1 1 30 60 10

9 0 0 0 17,5 45 6

10 0 0 0 17,5 45 6

11 0 0 0 17,5 45 6

Les expériences ont consisté a mettre 25 litres d’eau usées de la station d’épuration de I’INP-
HB Centre a des concentrations connues en PO4*, dans des bacs dont les dimensions ont été
indiquées précedemment (voir section V.2.1). Pour atteindre le niveau bas de la concentration
en phosphore, 1’effluent brut a été dilué 5 fois avec de I’eau déminéralisée. Apres avoir rempli
les bacs avec ’eau a traiter, les échantillons de macrophytes, préalablement lavés, ont été
directement introduits dans ces derniers selon le plan d’expérimentation (Tableau 9).
Apres le temps de séjour indiqué (Tableau 8), les concentrations résiduaires en orthophosphate
(PO+*), en nitrates (NOs’, en ammonium (NH4") et en Demande chimique en oxygéne (DCO)
ont été déterminées.
Les valeurs obtenues avant et apreés le traitement des eaux usées permettent de calculer le taux
d’abattement des ions phosphates, nitrates, ammonium et de la DCO suivant I’expression
suivante (Eq.16) :

Co — Gy

0

Y (%) = + 100 (Eq. 16)

Ou Y, C, et C; représentent respectivement le taux d’abattement en pourcentage, les
concentrations initiales et a I’instant t des parametres de pollution.
La contribution (Pi) (Rezania et al., 2016) de chaque facteur sur le taux d’abattement des
differentes réponses a été calculée en utilisant I'équation (Eq.17) suivante:
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oy _ 100 % b}
Pi(%) = < 2 (Eq.17)
i=1%i

Ou bi désigne le coefficient du facteur principal ou leur interaction dans I'équation de régression

V1. 3. Caractérisation des eaux

La caractérisation des eaux avant et aprés traitement a consisté en la détermination du pH, des
matieres en suspension (MES), de la Demande Chimique en Oxygéne (DCO), de la Demande
Biochimique en Oxygéne (DBO), de I’ammonium (NH4"), de phosphore (PO4*) et de I’azote
nitrique (NO3).

V1.3.1. pH et matiéres en suspension

Les mesures de pH ont été faites a 1’aide d’un pH-métre de type WTW 340i (Norme
AFNOR :1SO 10523 :2008) et les matiéres en suspension ont été obtenues par filtration a 1’aide
des papiers filtres type Whatman® 0,47um (Norme AFNOR : ISO 11923 :1997).

V1.3.2. Dosage des phosphates

Les phosphates ont été dosés selon la méthode définie par la norme NFT90-923. Ces ions
forment un complexe avec le paramolybdate d’ammonium ((NH4)sM07024.4H20) et le tartrate
d’antimoine et de potassium (K(SbO)CsH40s). Ce complexe est réduit par I’acide ascorbique
en complexe coloré. Les résultats obtenus sont rapportés a une courbe d’étalonnage (Figure 27)

réalisée avec une solution standard de dihydrogénophosphate de potassium (KH2POs).

79



Matériel et méthodes

1,4 -

y =0,2906x - 0,1998
R?=0,9931

1,2 -

Absorbance

0,8 A

0,6 1

04

0,2 1

0 1 2 3 4 5 6
Concentration en PO,%(mg/L)

Figure 31 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des phosphates (PO4>)
V1.3.3. Dosage des Nitrates

Le dosage des nitrates a été effectué par la méthode de spectrométrie d’absorption moléculaire
décrit dans Rodier et al., (2016). En présence de salicylate de sodium, les nitrates donnent du
paranitrosalicylate de sodium, coloré en jaune. La lecture de I’intensité de coloration a été
effectuée a I’aide du spectrophotometre de marque JASCO V — 530 a 415 nm. Les résultats
obtenus sont rapportés a une courbe d’étalonnage (Figure 28) comme pour le cas des phosphates
mais cette fois ci réalisée avec une solution standard de nitrate de potassium (KNOs3).
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Figure 32 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des nitrates (NO3)
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V1.3.4. Dosages des ions Ammoniums

La détermination de I’ammonium NH4" a été effectuée par acidimétrie, aprés distillation selon
AFNOR NF T90-015. En effet, 50 mL d’échantillon et 20 mL d’une solution de carbonate de
sodium (Na2COg) ont été introduit dans le ballon a distiller. Le mélange a été chauffé pendant
20 min et le distillat a été recueilli dans 5 mL de solution d’acide borique (pour piéger
I’ammoniac dégagé) puis additionné de 2 gouttes d’indicateur de Tashiro et d’environ 3 mL
d’eau distillée pour permettre un barbotage. Le distillat a été titré avec 1’acide sulfurique a 0,1
N. Un essai a blanc a été effectué dans les mémes conditions que le dosage de 1’échantillon et
la teneur en azote ammoniacal, exprimée en mg de NH4* par litre a été calculée a I’aide de
I’expression suivante (EQ.18) :

(V1 —V0) = T = 1000 * 18
V2

(Eq.18)

Avec :

V1: Volume en mL de solution d’acide sulfurique utilisé pour le dosage ;

VO : Volume en mL de solution d’acide sulfurique utilisé pour I’essai a blanc ;
T: Normalité de la solution d’acide sulfurique utilisée (0,1 N).

V2 : Volume en mL de la prise d’essai.

V1.3.5. Détermination de la DCO et de la DBOs

La DCO permet d’évaluer la quantité des matieres organiques ou minérales oxydables se trouvant
dans I’eau. Elle a été mesurée selon la méthode volumétrique par oxydation des matieres
organiques au dichromate de potassium a chaud en milieu acide et en présence de sulfate d’argent
comme catalyseur, conformément a la norme AFNOR T-90-101. La DBOs a été évaluée selon la

méthode manométrique avec des manometres de type Oxytop WTW, selon la norme NF 90-103.

V1.4. Modélisation statistique de la phytoremédiation

Les résultats des 8 essais définis par le modele expérimental ont été¢ modélisés selon I’équation
polynomiale du premier degré (Eg.19) associée au plan factoriel complet. Cette équation a

permis de comprendre les probables variations des résultats obtenus a chaque série.
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Y = by + by Xy + by X, + b3 X3 + b1, X1 X, 4+ b3 X1 X3 + bysX,X;  (Eq.19)
Ou
Y représente la réponse expérimentale
bo la valeur du coefficient moyen ; by, b2 et bz coefficients principaux des variables codees X,
Xz et Xz et b1z, bis, bos coefficient d'interaction entre les variables X1 et Xz, Xj et Xzet Xz et X3
(Karam, 2004).
Les coefficients by, b et bs, biz, biset bzs, les coefficients de détermination R? et R? ajusté et les
réponses prédites ou calculées (Yca) ont été obtenues en utilisant le logiciel NEMROD-W
LAPRAI 9901. Le Test de Fischer a été utilisé pour I’analyse de variance (ANOVA). Le test
de significativité a été utilisé pour choisir les facteurs qui ont exercé une influence sur la
phytoremédiation. Ainsi, un coefficient est statistiquement significatif si sa valeur absolue est
supérieure ou égale a deux (2) fois I’erreur expérimentale (o) (Feinberg, 1996). o a été calculée
a partir de trois (3) essais qui ont été réalisées au centre du domaine expérimental (expériences
9, 10 et 11 du Tableau 9 de la section V1.2).
Le coefficient de variation (CV) qui est le rapport entre 1’écart type et la valeur moyenne d’une
réponse observée, a été calculé pour apprécier la reproductibilité du modele. Les conditions
optimales de la phytoremédiation ont été obtenues en utilisant la fonction de désirabilité pour
atteindre simultanément, la valeur optimale pour toutes les variables. La désirabilité de chaque
réponse (di) prend toujours des valeurs comprises entre 0 et 1, ou d(Y;) = 0 pour une réponse
indésirable (Y; i), €t d(Y;) = 1 représente une valeur souhaitable ou une réponse idéale

(Y; max)- Cette désirabilité est donnée par I’expression suivante (Eq.21) (Karam, 2004).

Yi - Yi,min

d(Yl) = St Yi,min <Y < Yi,max (Eq.ZO)

Yi,max - Yi,min

Enfin, la désirabilité globale (D) permet de trouver les meilleures réponses conjointes en
utilisant I'équation (Eq.21) suivante (Ennaciri et al., 2014) :

D = [d(Yy) = d(Yp) * d(Y3) * d(¥,)]"/* (Eq-21)

Dans le but de valider les conditions optimales obtenues a partir d’une fonction de
désidérabilité, ; la cinétique de décroissance exponentielle de premier ordre a été utilisée pour
modéliser 1’évolution de concentration en fonction du temps. Pour une réaction qui décrit

parfaitement la cinétique de décroissance exponentielle du premier ordre, la concentration
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instantanée (C) du parametre est traduite par I'équation suivante (Eq.22) ( Akinbile et Yusoff,
2012; Rezania et al., 2016).

C=C,e® (Eq.22)
Ou C, (mg/ L) : concentration initiale du paramétre, k : constante cinétique au jour™ et t: temps
de séjour en jours. Pour savoir si cette équation cinétique prédit avec precision les temps de la
phytoremédiation, un ajustement a été effectué a travers les régressions pour approximer un
modele approprié.
Les sections suivantes présentent la méthodologie utilisée lors de I’application in situ des
conditions optimales obtenues pour traiter en modes semi-continus les eaux usées de la station

d’épuration de Buterere (Burundi).

V1.5. Application des conditions optimales pour le traitement en modes semi-continus des
eaux usées de la STEP de Buterere au Burundi

V1.5.1. Traitement en mode continu

En partant des conditions optimales obtenues précédemment (voir section V1.2), la densité des
plantes a été fixée a 144 pieds par espéce sur 2,4 m? du plan d’eau de chaque tank pour démarrer
la phytoremédiation. Les macrophytes utilisés ici sont ceux collectés dans le bassin versant de
la riviére Kinyankonge (Burundi).

Les eaux usées a traiter passent d’abord dans les tanks P1, P2 et P3 des P. stratiotes et puis dans
les tanks E1, E2 et E3 des E. crassipes avant d’étre rejetées du pilote expérimental. Le temps
de séjour hydraulique des eaux usées pour ce parcours est de 16,6 jours (soit 8,3 jours/tank). En
effet, un débit de 0,27 m3/j d’eaux usées est évacué dans chaque série de tanks & partir du tank
réservoir. Pour garder ce débit, le tank réservoir est aussi alimenté tous les 5 jours via un
camion-citerne de 8 m® en eaux usées de rejet du bassin facultatif de la STEP de Buterere (S
3°20°16,647" ; E 29°15732,525" ; et altitude de 762,5 m). Les eaux usées qui séjournent dans
les deux tanks témoins (T1 et T2) sortent sans étre méelangées a celles des tanks a macrophytes.
Ces tanks T1 et T2 ont été utilisés pour mettre en exergue uniquement 1’action des
microorganismes et des algues (microphytes) sur I’effluent brut. La qualité de 1’eau usée
prélevée a la sortie du bassin facultatif de la STEP de Buterere a été a chaque fois évaluée au
cours de dix prélevements par la mesure du pH, de la chlorophylle (A, B et C), du phosphore
(PO4*), de I’azote ammoniacal (N-NH4"), de 1’azote nitrique (N-NOgz), de la DCO et de la

DBOs. Les mémes paramétres indicateurs de pollution ont été analysés sur des échantillons
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prélevés tous les deux jours, a I’entrée et a la sortie de chaque tank. Tous ces résultats ont été
traités pour déterminer le rendement de la phytoremédiation par ces deux macrophytes sur ce
pilote expérimental. Les moyennes et les écarts types ont été calculés pour mieux apprécier la
variation des données par rapport aux deux series a trois tanks chacune. Le rendement a été

calculé selon I’expression de I’équation (Eq.16) (voir section V1.2).

V1.5.2. Traitement en mode discontinu

Pour le traitement en mode discontinu, les échantillons d’eaux usées ont été prélevés a la sortie
du bassin facultatif de la station d’épuration des eaux résiduaires de Buterere au Burundi. Les
racines des macrophytes qui ont été collectés dans les bassins versants de la riviere
Kinyankonge ont été lavées a plusieurs reprises avec de 1’eau distillée avant d’étre introduites
respectivement dans les tanks E1, E2, E1 et P1, P2 et P3 du pilote expérimental pour E.
crassipes et P. stratiotes (Figure 29 de la section V.2.2). Il faut noter que les vannes
d’interconnexion entre les tanks a E. crassipes et P. stratiotes sont restés fermés durant toute la
période des essais. Comme c’est le cas pour le traitement en mode continu les Tanks T1 et T2
ont été alimentés en effluent d’eaux usees a traiter afin de ressortir I’action des microorganismes
et microphytes sur I’effluent brut. Les méthodes d’analyses physico-chimiques des échantillons
utilisés pour le traitement en mode continu sont aussi valables pour le traitement en mode

discontinu.
V1.6. Identification et caractérisation des métabolites secondaires

V1.6.1. Identification des métabolites secondaires

Les analyses chimiques préliminaires sont nécessaires pour avoir une idée générale sur les
différentes familles de métabolites secondaires présentes dans les plantes. Les différentes
classes des métabolites secondaires ont été mises en évidence grace a des tests consistant en
I’apparition des colorations et/ou des couleurs spécifiques caractéristiques de ces dernieres a
’aide des réactifs appropriés (Hakim et al., 2014). Le screening phytochimique ne renseigne
pas sur la structure d'une molécule bien déterminée. Il met seulement en évidence la présence
de telle ou telle famille chimique pouvant contenir des molécules différentes, mais de structures
apparentées en genéral (Marinova et al., 2005).

Apreés la collecte de E. crassipes et P. stratiotes pour les utiliser en phytoremédiation des usées,
une partie des échantillons a été séchée a la température du laboratoire (23-28 ° C) pendant 45
jours jusqu'a stabilisation de leur masse afin d'éviter tout risque d'oxydation des polyphénols.
Une autre partie a été utilisée pour traiter les eaux usées domestiques e t puis séchée comme
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précédemment apres utilisation. Cette étude a fait donc I’objet d’un screening phytochimique
afin de révéler les métabolites secondaires contenus dans I’E. crassipes et le P. stratiotes a

travers des réactions chimiques.

V1.6.1.1. Préparation des extraits

Dans un erlenmeyer de 250 mL, ont été introduits 10 g de matériel végétal et 100 mL du solvant
éthanol-cau 70 % en volume d’éthanol. Le mélange a été macéré pendant 24 heures et puis filtré
pour récupérer I’extrait. L’expérience a été répétée 2 fois sur le résidu obtenu avec le méme

volume du solvant d’extraction. La Figure 33 montre 1’aspect des extraits apres filtration.

Figure 33 : Images photographiques des extraits liquides aprées extraction

V1.6.1.2. Réactions en tube

Les tests en tube ont été effectués sur les différents broyats et extraits des deux (2) plantes
étudiées. La détection d’un métabolite secondaire consiste & introduire dans un tube a essai 2
mL de I'extrait organique, puis 2 mL du réactif spécifique a chaque composé chimique a
identifier. La mise en évidence de ces composés est possible grace a I’apparition des colorations

et/ou des précipités.
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V1.6.1.3. Tests des stérols et terpénes par la réaction de Lieberman et Burchard

Sur le broyat : On réalise une macération de 24 heures avec 1 g de broyat dans 20 mL d’hexane.
L’extrait est filtré et complété a 100 mL avec de 1’eau distillée. Dans une capsule, 10 mL
d‘extrait hexanique sont évaporés a sec et repris avec 1 mL d’anhydride acétique puis 1 mL de
chloroforme. Un volume de 1 a 2 mL d’acide sulfurique est déposé au font du tube, contenant
I’extrait. En cas de réaction positive, il se forme un anneau rouge brunatre a la zone de contact
des 2 liquides, la couche surnageante étant verte.

Sur les extraits : Un volume de 5 mL de la solution a analyser est évaporé a sec dans une
capsule sur un bain de sable. Le résidu obtenu est dissout a chaud dans 1 mL d’anhydride
acétique [(CH3CO)20] puis transvasé dans un tube a essais auquel est ajouté 0,5 mL d’acide
sulfurique (H2SO4) concentré. La réaction est positive, s’il y a ’apparition d“un anneau violet

virant au bleu puis au vert (Nyamien et al., 2013) .

VI. 6.1.4. Tests des polyphénols

Sur le broyat : Dans un tube a essais, a 5 mL d’infusé a 5 % (5 g de broyat dans 100 mL d’eau
bouillante), est ajouté 1 mL d’une solution aqueuse diluée de trichlorure de fer (FeCls) a 1 %.
En présence de composés polyphénoliques, il se développe une coloration verdatre ou bleu
noiratre.

Sur les extraits : On ajoute une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique 2 % a 2 mL
d‘extrait. L’apparition d’une coloration bleu noiratre ou verte plus ou moins foncée traduit la

présence de composés phénoliques (Facult, 2014).

V1.6.1.5. Tests des flavonoides par la réaction a la cyanidine

Sur le broyat : Dans un tube a essais, a 5 mL d’infusé a 5 % sont ajoutés 5 mL d’alcool
chlorhydrique (mélange de 1’alcool a 95 °, de 1‘eau distillée et de HCI concentré), 1 mL d’alcool
isoamylique puis quelques copeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration rose-orangee
(flavones) ou rose-violacée (flavanones) ou rouge (flavonones, flavanonols) rassemblée dans la
couche surnageante d’alcool isoamylique indique la présence d’un flavonoide libre (génine).
Les colorations sont moins denses avec les hétérosides flavoniques.

Sur les extraits : Deux (2) mL d’extrait sont évaporés. Apres refroidissement, le résidu est

repris par 5 mL d’alcool chlorhydrique dilué deux fois dans un tube a essais. On y ajoute 2 a 3
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copeaux de magnésium. L’addition de 3 gouttes d’alcool isoamylique intensifie une coloration

orange , indiquant la présence de flavonoides (Facult, 2014; Nyamien et al., 2014).

V1.6.1.6. Tests des tanins

Un millilitre de solution d’alcool chlorhydrique (mélange de 5 mL d’alcool, 5 mL d’eau
distillée, 5 mL d‘acide chlorhydrique concentré) est ajouté a 5 mL d’infusé. La solution obtenue
est ensuite portée a ébullition pendant 15 minutes. La formation de précipité rouge soluble dans
I’alcool amylique indique la présence de tanins catéchiques. A 30 ml de I’infusé a 5%, ajouter
15 ml de réactif de Stiasny (10 ml de formol a 40% et 5ml de HCI concentre) et chauffer au
bain-marie a 90°C pendant 15mn environ. Le filtrat est ensuite saturé par 5g d’acétate de sodium
pulvérisé ; ajouter goutte a goutte 1ml d’une solution de FeCl3 a 1%. L’obtention d’un précipité

beige montre la présence de tanins galliques ( Elbidi, 2016).

V1.6.1.7. Tests des alcaloides

Sur le broyat : Dix (10) grammes de poudre végétale sont ajoutés a 50 mL d’une solution
d’acide sulfurique (H2SO4) diluée au 1/10. Le mélange est agité et macéré pendant 24 heures a
la température ambiante du laboratoire puis filtré sur papier. Dans 2 tubes a essais contenant
chacun 1 mL de filtrat sont respectivement ajoutées 5 gouttes de réactifs de Mayer et de
Dragendorff. La présence d’alcaloides est révélée par I’apparition de précipité.

Sur les extraits : le résidu obtenu a partir de 6 mL d’extrait évaporé, est repris dans 6 mL
d’alcool a 60 ° (degré alcoolique) et la solution alcoolique ainsi obtenue est placée dans 1 tube
a essais. Dans le tube a essai contenant I’extrait, sont ajoutées 2 gouttes de réactifs de
Dragendorff. L’apparition d’un précipité ou d’une coloration orange indique la présence

d’alcaloides (Facult, 2014).

V1.6.2. Dosage des métabolites secondaires

V1.6.2.1. Dosage des polyphénols totaux (PPT)

Le dosage des PPT dans les différents extraits est réalisé par la méthode colorimétrique de
Folin-Ciocalteu (Singleton et Rossi, 1965).

La méthode est basée sur I’oxydation en milieu basique des fonctions oxydables des composés
polyphénoliques par le réactif de Folin-Ciocalteu avec la formation d’un nouveau complexe

molybdéne-tungstene (MogO23-W8023). Le dosage des PPT est effectué par la comparaison de
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la différence optique (D.O) observée a celle obtenue par un étalon d’acide gallique de

concentration connue (Nyamien et al., 2014).

V1.6.2.2. Dosages des Flavonoides

Les flavonoides totaux ont été déterminés par la méthode de Marinova et al. (2005) . Un volume
de 0,75 mL du nitrite de sodium (NaNO2) a 5 % (p / v) a été ajouté a 2,5 mL d'extrait dans un
ballon de 25 ml. 0,75 mL de chlorure daluminium (AICI3) a 10 % (m/v) y ajoutée et une
incubation a été effectuée pendant 6 minutes dans I'obscurité. Apres incubation, 5 mL
d'hydroxyde de sodium (NaOH 1 N) ont éte ajoutés et le volume a été complété a 25 mL avec
de l’eau distillée. Le mélange a été agité vigoureusement avant d'étre dosé au
Spectrophotométre UV-visible & 510 nm. Le blanc a été préparé de la méme maniére tout en
remplagant 1’extrait par 1’éthanol (solvant d’extraction). Les tests ont été effectués en trois
exemplaires et la teneur en flavonoides est exprimée en mg équivalent quercétine (QE) / kg

masse fraiche (Facult, 2014; Nyamien et al., 2014)

V1.6.2.3. Dosages des tannins condensés

Le dosage est fait utilisant la vanilline et 1’acide chlorhydrique concentré. Le principe de ce
dosage est basé sur la fixation en milieu acide du groupement aldéhydique de la vanilline sur le
carbone 6 du cycle A de la catéchine pour former un complexe chromophore rouge qui absorbe
a 500 nm (Mythili et al., 2014).Dans un tube a essai sont introduits 50 puLL de I’extrait, 3 mL de
Vanilline/MeOH (4 %) et 1,5 mL d’acide chlorhydrique fumant. Aprés 15 minutes,
I’absorbance du mélange obtenu est mesurée au spectrophotomeétre UV-visible a 500 nm contre
un blanc. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent catéchine par gramme de
matiere séche (mg EC/g Ms) (Gonzalo et al., 2003).

V1.7. Caractérisation des substrats utilisés pour la co-digestion anaérobie

V1.7.1. Détermination de la teneur en matiére séche

La matiére seche (MS) représente ce qui reste lorsqu'on élimine I'eau d'un produit. Pour
déterminer la matiere séche, une prise d’échantillon de masse égale a 2 grammes, soit (M1), est
versée dans une capsule de masse connue préalablement nettoyée et séchée, soit (M).
L’ensemble est introduit dans une étuve a 105°C pendant 12 heures. Apres cette étape, la
capsule est refroidie dans un dessiccateur et puis pesee ; soit Mz. Le pourcentage de matiére

seche est le rapport entre le poids de la matiere séche et la masse de la matiére non-séchée
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(hydratée). Le pourcentage de matiére séche s’obtient selon la relation (Eq.23) suivante (Ahmed
etal., 2016) :

My —[(M1+)—-(M3+M)] "
M,

MS (%) = 100 (Eq.23)

Avec :
M : masse de la capsule ;
M1 : masse de 1’échantillon avant dessiccation ;

M2 : masse de I’échantillon aprées dessiccation.

V1.7.2. Détermination de la matiere organique

Pour déterminer la teneur en matiére organique (MO), une masse de I’échantillon obtenue aprés
dessiccation (M1) a été introduite dans la capsule de masse M préalablement nettoyée et séchée
et le tout a été placé dans le four a moufle réglé a 550°C pendant 10 min pour calcination. Aprés
cela, la capsule et son contenu a été refroidis au dessiccateur et puis pesés encore une fois. La
masse de la matiére organique est obtenue par différence entre la masse de matiere seche et la
masse de matiére minérale (Ahmed et al., 2012).

Le pourcentage de matic¢re organique (MO) s’obtient selon la relation (Eq.24) suivante :

My —[(M1+M)—(M;+M)]

MO (%) = .

* 100 (Eq.24)
Ou:
M : masse de la capsule ;

M1 : masse de I’échantillon aprés dessiccation

M2 : masse de I’échantillon apres calcination

V1.7.3. Protocole expérimental de digestion anaérobie

Le principe du procédé est tel que la digestion est faite dans trois (3) digesteurs biologiques de
quatre (4) litres fermés hermétiquement avec des bouchons spécifiques (Figure 30) de la section
V.2.3). Ces digesteurs sont déposés dans un bac de 50 L d’eau afin d’éviter toute pénétration
d’oxygene. Chacun des réacteurs possede trois ouvertures dont une permet d'amener le biogaz
vers le dispositif de quantification, la 2°™ ouverture permet d’introduire un milieu de culture
favorisant la croissance des bactéries anaérobies puis de I'azote gazeux afin de chasser I'oxygéne

présent éventuellement dans le volume mort du digesteur. Il convient par ailleurs de signaler
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que ce milieu de culture représente dans chacun des digesteurs, 5 % (v/v) du volume utile de
celui-ci (volume occupé par 1'échantillon). La troisiéme ouverture permet d’échantillonner dans
le digesteur afin de déterminer 1’évolution du milieu réactionnel (suivi de certains parametres
comme le pH, le NH4" et la DCO). Le dispositif de quantification du biogaz comprend un bac
d’environ 25 litres dans lequel sont disposés de maniére renversée trois (3) éprouvettes graduées
comportant un robinet a gaz. Les éprouvettes renversées sont plongées dans une solution piége
constituée d'une eau saturée en NaCl pour éviter que le dioxyde du carbone (CO2) du biogaz
ne se solubilise (Nsavyimana, 2015). Un bouchon septum (préparé a cet effet) est ensuite
applique sur chacun de ces robinets afin de prendre un échantillon de biogaz de volume connu
et le faire passer dans le dispositif de détermination des teneurs en CHs et en CO». Pendant
I'injection de cet échantillon de biogaz dans le dispositif de détermination des teneurs en CH4
et en COy, le CO- est absorbé dans une solution de KOH a 9 N se trouvant dans ce dispositif et
le CH4 n’étant pas soluble, déplace celle-ci, ce qui facilite la quantification du volume de ce
gaz méthane. Le volume de CO> correspond a la différence entre le volume de biogaz injecté et
celui de CH4. Pour maintenir les digesteurs a la température mésophile (35°C), des résistances
de chauffage réglables étaient plongées dans le bac contenant 50 L d’eau et les trois (3)
digesteurs. En plus, des barreaux magnétiques ont été placés dans les digesteurs, afin de répartir
de maniére homogeéne le mélange substrat-inoculum ainsi que la température du milieu
réactionnel.

Des mousses solides en polyuréthane ont été aussi utilisées pour minimiser d'une part des
variations de température dans le bac contenant 1’eau et les digesteurs en cas de coupure
d'électricité, et d’autre part, pour réduire I'évaporation de la solution piége dans le bac contenant
les éprouvettes renversées.

Le mélange pour la fermentation est composé de 4 kg d’un mélange d’E. crassipes fraiches
(dans le rapport 69 :13 :45, respectivement pour les tiges, racines et feuilles) et de P. stratiotes
finement broyés a I’aide d’un mixeur Binatone Blender BLG-451 -1.5L - 350W. La boue de la
station d’épuration a été utilisée comme inoculum. Dans ces essais, trois (3) scénarios différents
définis sur la base d'un critere « rapport Substrat /Inoculum (S/1) » ont été évalués ou S
représente le mélange de macrophytes E. crassipes et P. stratiotes et | la boue de la station
d’épuration des eaux usées (jouant le role d’inoculum). Les ratios S/I qui sont respectivement
égaux a 3/1 et 2/1 ont été evalués comme le montre le Tableau 10. Pour le mélange des
macrophytes, il faut noter que le ratio en masse d’E. crassipes / P. stratiotes égale a 2 a éeté
utilisé. Ce rapport a été choisi en se basant sur les ratio C/N respectives qui sont de 9 et 31,8

(Ancion et al., 2009). Les expériences ont été reprises dans les mémes conditions que
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I’expérience précédente, en remplacant le melange E. crassipes — P. stratiotes soit avec E.
crassipes, soit par P. stratiotes. Il faut noter qu’a chaque fois un réacteur témoin (sans
inoculum) a été utilisé.

La durée de suivi des digesteurs a été de 25 jours pour les scénarios 3/1, 2/1 et le témoin quel
que soit le type de substrat (E. crassipes, P. stratiotes ou de leur mélange).

Tableau 10 : Composition du mélange des digesteurs au cours de la co-digestion

E. P. E. crassipes Inoculum mélange Rapport
crassipes stratiotes et P. stratiotes Total S/
(%) (%) (%) (%)
(%)
Témoin 100 100 100 - 100 -
E. crassipes 75 - - 25 100 3/1
66 - - 34 100 2/1
P. stratiotes - 75 - 25 100 3/1
- 66 - 34 100 2/1
E. crassipes 50 25 75 25 100 3/1
+ P. stratiotes
44 22 66 34 100 2/1

Conclusion partielle

L’échantillonnage du matériel vegeétal et des eaux usées a été effectué au Burundi et en Cote
d’Ivoire. Les dispositifs expérimentaux utilisés comprennent ceux de la conception
expérimentale par la méthodologie des plans d’expériences, du traitement en mode continu et
discontinu des eaux usées et de la co-digestion anaérobie des macrophytes. L’appareillage qui
a été utilisé au cours de cette étude est constitué d’un spectrophotometre UV-visible et d’un
diffractomeétre aux rayons X (D.R.X). Le traitement des eaux usées a été réealisé soit en mode
batch, soit en mode continu par application des conditions optimales obtenues par la
méthodologie des plans d’expériences. L’analyse des parameétres responsables de la pollution a
été réalisée selon les méthodes classiques standards décrites dans AFNOR (Association
Frangaise de normalisation). L’étude de la valorisation énergétique des macrophytes apres leur
cycle d’utilisation en phytoremédiation a été réalisée par co-digestion anaerobie. Elle a éte
réalisée en présence de la boue de la STEP qui a servi comme inoculum. Pour cette étude la
digestion en mode discontinu a éte retenue. Elle présente 1’avantage d’étre simple a mettre en
place et le suivi.de I’évolution des digesteurs n’est pas exigeant par rapport a la digestion

anaérobie en mode continu.
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CHAPITRES VII. PHYTOREMEDIATION DES EAUX USEES DOMESTIQUES PAR E.
CRASSIPES ET P. STRATIOTES
VII .1. Détermination des conditions optimales de la phytoremédiation

VI11.1.1. Développement et validation du modele de régression

Les résultats obtenus apres le traitement des eaux usées par E. crassipes et P. stratiotes sont
respectivement donnés dans les Tableaux 11 et 12. Il existe une variation des réponses en
fonction des conditions de traitement. Cela montre I'importance des variables choisies dans
cette étude pour rechercher les conditions optimales de traitement de cet effluent par

phytoremédiation.

Tableau 11 : Résultats du Plan Factoriel Complet dans I'expérimentation avec E. Crassipes

Variables Variables Réponses Réponses
Codés Réelles Expérimentales Prédites

Essais X1 Xo Xz Ui Uy Us Y1 Y2 Y3 Y4 Y1 Y2 Y3 Y4

1 -1 -1 -1 5 30 2 115 682 632 230 110 679 63,7 234
2 1 -1 -1 3030 2 785 862 938 358 790 865 933 355
3 -11 -1 5 60 2 270 791 813 491 275 794 808 488
4 1 1 -1 3060 2 850 843 974 530 845 840 979 534
5 -1 -1 1 5 30 10 232 585 542 374 237 588 537 371
6 1 -1 1 30 30 10 957 964 938 488 952 96,1 942 492
7 ;11 1 5 60 10 348 708 660 583 343 705 665 58,6
8 1 1 1 30 60 10 942 0933 950 636 947 936 945 633
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Tableau 12 : Résultats du Plan Factoriel Complet dans I'expérimentation avec P. stratiotes

Variables Variables Réponses Réponses

Codés Réelles expérimentales Prédites
Essais X1 Xz X3 Ui Uz Us Y] Y, Y3 Y, Y] Y, Y3 Y.
1 -1 -1 -1 5 30 2 70 5338 68,75 357 745 522 665 34,68
2 1 -1 -1 30 30 2 725 7446 875 585 72,05 756 89,7 5954
3 -1 1 -1 5 60 2 28,0 5815 750 433 2755 59,3 77,3 44,39
4 1 1 -1 30 60 2 71,0 76,92 93,75 773 7145 757 915 76,20
5 10101 5 30 10 247 632 375 619 2425 644 39,7 63,03
6 1 -1 1 30 30 10 915 87,35 98,75 69,5 9555 86,2 96,5 68,46
7 1101 5 60 10 424 71,1 56,25 731 4285 69,9 539 7211
8 1 1 1 30 60 10 939 836 99,47 834 9345 84,8 99,17 84,47

L’exécution du logiciel NEMROD-W LAPRAI 9901 pour les différentes réponses a permis de

génerer les coefficients consignés dans le Tableau 13.

Tableau 13 : Récapitulatif des coefficients moyens, principaux et d’interactions

E. crassipes P. stratiotes

Coefficient Y1 Y Y3 Y4 Y, Y, Y3' Y4

bo 56,23 7959 80,56 46,13 54,32 70,79 77,12 62,36
bl 32,11 10,45 14,41 4,18 28,8 9,53 17,46 8,8

b2 4,01 2,27 4,34 9,88 4,5 1,39 3,99 6,93
b3 573 0,149 -3,33 5,49 9,7 5,26 -4,12 9,65
b12 -0,26 -3,53 -3,12 -1,87 -5,17 -1,77 -2,25 2,26
b13 0,863 4,64 2,73 0 1,67 -0,43 8,37 -4,36
b23 -1,48 0,024 -1,08 -0,95 -0,37 -0,41 0,87 -0,66
26 0,512 0,33 0,481 0,343 0,45 1,197 2,252 1,158

o : erreur expérimentale

L’effet moyen des différents facteurs (Xi) sur les réponses (Yi) est représenté par le

coefficient bo. Les effets principaux et les effets d’interactions sont représentes respectivement

par le coefficient bi et bij (Eq.19). Le test de significativité stipule qu’un coefficient est

statistiquement significatif si sa valeur absolue est supérieure ou égale a deux fois erreur

expérimentale (Feinberg, 1996). De ce fait, & partir du Tableau 9, 1’on peut dire qu’a part

I’influence de la charge initiale en phosphore (Y1) qui a un effet antagoniste sur 1’élimination

des ions NH4"(Y3), tous les autres facteurs principaux (b1, b2 et bs) influencent le phénomeéne
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étudié quelle que soit la plante (E. crassipes ou P. stratiotes) utilisée. En somme tous les
coefficients statistiquement significatifs sur le modele étudié sont présentés en gras. Ainsi, les
équations (Eq.25 — Eq.32) donnent le modéle mathématique de post-traitement des eaux usées
par phytoremédiation. Ces équations pourraient prédire le taux d'élimination de la pollution
(valeur Yi) en fonction du temps de sejour (X1), de la densité de plantes (X2) et de la

concentration initiale en PO4> (X3).

Pour E. crassipes, I’équation (Eq.19) devient :
= 56,23 4+ 32,11X; + 4,01X, + 5,73X5 — 2,76X1X, + 0,863X, X5 — 1,48X,X;  (Eq.25)

NS
|

Y, = 79,59 + 10,45X, + 2,27X, + 0,149X5 — 3,53X, X, + 4,64X, X5 + 0,024X,Xs  (Eq.26)

oS
I

80,56 + 14,41X, + 4,34X, — 3,33X; — 3,12X, X, + 2,73X, X5 — 1,08X,X;  (Eq.27)
Y, = 46,13 + 4,18X; + 9,88X, + 5,89X; — 1,87X, X, + 0,00X, X5 — 0,95X,X; (Eq.28)

Pour P. stratiotes, équation (Eq.19) devient :

Y,) = 54,32+ 28,80X; + 4,50X, + 9,70X; — 5,17X, X, + 1,67X, X5 — 0,37X,X;  (Eq.29)
Y, = 70,99 +9,53X; + 1,39X, + 5,26X5 — 1,77X, X, — 0,43X, X5 — 0,41X,X;  (Eq.30)

Yy = 77,124 17,46X; + 3,99X, — 4,12X5 — 2,25X, X, + 8,37X, X5 + 0,87X,X; (Eq.31)

Y, = 62,36+ 880X, + 693X, + 9,65X5 + 2,26X, X, — 4,36X, X5 — 0,66X,X5 (Eq.32)

Ces équations montrent comment les variables expérimentales et leurs interactions influencent
la phytoremédiation par E. crassipes et P. stratiotes. Le signe positif qui précede chaque terme
indique I'effet synergique tandis que le signe négatif reflete I'effet antagoniste sur le processus.
En dautres termes, des valeurs positives de ces effets révélent que l'augmentation de ces
facteurs augmente les réponses. A l'inverse, des valeurs négatives révélent une diminution des
réponses. Ainsi, parmi tous les principaux facteurs, seule I'augmentation de la concentration de
PO4% (X3) a provoqué une diminution de I'efficacité d'élimination du NH4* (confére Y3 et Y3).
En effet, Abbona et al. (1982) ont rapporté que les ions PO4> pouvaient complexer NHz* en
présence de Mg?* pour former des composés tels que la struvite (MgNH,PO,, 6H,0) dans les
eaux usées selon I'équation (Eq.3) (Tansel et al., 2108). Ainsi, le processus de nitrification
biologique de NH4* en NOs™ est alors retardé car les plantes n'assimilent que le NOs™ pour leur

croissance.
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Mg?* + NH; + PO}~ + 6H,0 - MgNH,PO0,.6H,0 (Eq.33)

Ce processus est presque similaire a I'élimination du NOs car, bien que I'effet soit synergique,
la contribution de X3 par son coefficient sur la réponse Y3 est relativement faible par rapport a
celle des réponses Y1 et Y4. De plus, I'ajustement et la robustesse des modéles de régression ont

été effectués en considérant les réponses expérimentales et prédites a travers les RZjust et R?

(Figures 34-35).

120 100 « A
a ) y =0,9993x +0,0584
y =0,9998x + 0,013 = 2= 2
2 (a) 3 R2=0,9993 (b)
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Figure 34 : Corrélation entre les réponses expérimentales et prédites de PO4* (a), NOs'(b),
NHa4*(c) et de la DCO (d) en utilisant E. crassipes.
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Figure 35 : Corrélation entre les réponses expérimentales et prédites de PO4*> (a), NO3™(b),

NH4*(c) et DCO (d) en utilisant P. stratiotes

Il existe une trés bonne corrélation entre les valeurs expérimentales et les valeurs prédites pour
la réduction de POs*, NOs", NH4" et DCO. Les valeurs de R? sont toutes proches de 1, tandis
que les valeurs de R?adj varient de 0,917 & 0,999 (Tableau 14).

Tableau 14 : Paramétres statistiques des modeles de régression

E. crassipes P. stratiotes
Y1 Y2 Y3 Y4 Y] Y, Y3 Y,
R? 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,989 0,988 0,995
Rgdj 0,998 0,995 0,994 0,994 0,994 0,924 0,917 0,967
CV (%) 258 1,19 1,69 2,10 2,34 4,70 8,27 4,79

Ces modeles de régression sont capables de préedire les taux d'élimination de ces polluants par

E. crassipes ou P. stratiotes. De plus, pour ces deux macrophytes, CV varie de 1,19 a 8,27 %.

En fait, ces faibles valeurs de CV refletent la fiabilité et la reproductibilité des expériences car
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un modele est raisonnablement reproductible si la valeur de CV est inférieure a 10 % (Silva,
2008). Compte tenu des informations présentées par ces modeles de régression, une validation
statistique par I'ANOVA permet de les utiliser pour prédire avec précision le processus de post-

traitement des eaux usées par phytoremédiation en utilisant E. crassipes et /ou P. stratiotes.

VI11.1.2. ANOVA des modeéles de régression

Afin de proposer un modele approprié, les tests de signification des principaux facteurs, des
facteurs d'interaction et des modeles de régression, ont été effectués en appliquant TANOVA.
P-val est la valeur de probabilité associée a la valeur de Fischer (F-val) pour un seul facteur
testé ou pour une interaction a 2 facteurs. Tous les calculs ont été effectués avec un niveau de
signification de 5 %. Les résultats sont rapportés dans le Tableau 15.

Le facteur X; (P-val = 0,01 - 0,02 < 0,05) montre une différence significative élevée sur le
modele d'élimination des PO+*, NOs™ et NH4* respectivement décrit par Y1, Y2 et Y3, alors que,
aucun effet significatif n'a été trouvé sur le modéle d'élimination de la DCO décrit par Y. Les
facteurs Xz (P-val = 0,02) et X3 (P-val = 0,04) ont un effet significatif élevé sur I'élimination de
la DCO. Cela implique I'existence d'une bonne corrélation entre la densité des plantes (X2) et
la teneur en phosphore (X3) sur les performances de la phytoremédiation par E. crassipes.
Quant aux effets d'interaction, seule I'interaction X1Xs a un effet significatif sur I'élimination
du NOs™ par E. crassipes. En ce qui concerne P. stratiotes, le test ANOVA a montré que les
facteurs X1 et X3 ont des effets trés significatifs (P-val < 0,05) sur I'élimination de PO4* (Y;) et
peu significatifs (P-val = 0,07 > 0,05) sur ’abattement de la DCO (Y,). Pour Y; et Y3, seul le
facteur X1 a un effet peu significatif avec une P-val respective de 0,07 et 0,08. Un autre effet
peu significatif a été observé avec l'interaction X1Xo car le P-val (0,055) est légérement
supérieur a 0,05. De plus, F-val qui est défini comme le rapport entre les carrés moyens du
modele et le carré moyen des erreurs résiduelles permet de juger de la validité et de la robustesse
du modéle de régression. Ainsi, pour le modéle d'élimination de POs*, NOs", NHs* et DCO
respectivement décrit par Y1, Y2, Yz et Y, les valeurs F calculées sont respectivement de 692,2,
221,9, 184,14 et 218,88. PourY;,Y;, Y5 et Y4, les valeurs F sont 801,2, 15,3, 13,9 et 34,9,
respectivement. Ces valeurs sont supérieures au Fischer tabulé (F (-p, p-1,0,05) = F (1, 6,0,05) = 5,99
avec n indiquant le nombre d'essais et p le nombre de facteurs) au niveau de signification de 5
%. Ces résultats montrent que ces modeles mathématiques sont valides et robustes pour
expliquer les variations des taux d'élimination des PO4+%, NOs, NH4* et DCO en fonction des

conditions définies par les variables.
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Tableau 15 : ANOVA concernant la modélisation du PFC adapté a la phytoremédiation des eaux usées

E. crassipes P. stratiotes
Y1 Y2 Y3 Ya Y] Y, Y3 Ya

Ddl F-val P-val F-val P-val F-val P-val F-val P-val F-val P-val F-val P-val F-val P-val F-val P-val

Model 6 6922 003 2219 005 1841 0,056 2189 0,05 8012 0,03 153 0,19 139 0,2 349 0,13
X1 1 3926 0,01 9801 0,02 89,1 002 1486 0,05 4096 0,01 67,1 0,07 62 0,08 76 0,07
X 1 613 008 461 009 815 007 8313 0,02 100 0,06 1,5 0,44 3,2 0,33 36,3 0,1
X3 1 1253 0,067 0,2 0,73 479 0,09 296 0,04 4646 0,03 205 0,14 34 032 736 0,07
X1 X 1 291 0,12 1116 0,06 42 0,09 29,7 011 132,2 0,055 22 0,37 1 0,5 2,6 0,35
X1X3 1 2,8 0,34 1934 004 322 0,11 0 1 138 0,17 0,1 0,79 138 0,17 20,7 0,14
XoX3 1 8,4 021 0,01 0,95 5 0,26 7,7 0,22 0,7 0,56 0,1 0,79 0,2 0,76 0,02 0,9
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VII. 1.3. Contribution de chaque facteur aux différentes réponses

La Figure 36 présente la contribution des facteurs et de leurs interactions sur I'efficacité de la
phytoremédiation par E. crassipes et P. stratiotes selon le modele expérimental établi.

100 - 100
90 A HY'1l

Contribution Pi (%)
Contribution Pi (%)

X1 X2 X3 X1IX2X1X3X2X3

X1 X2 X3 XIX2X1X3X2X3
Facteurs Facteurs

Figure 36 : Diagrammes de Pareto sur la contribution des facteurs a la phytoremédiation : E.

crassipes (a) et P. stratiotes (b).

Au vu des résultats relatifs a E. crassipes (Figure 36 (a)), le temps de séjour (X1) semble exercer
une forte influence sur la phytoremédiation. En effet, sa contribution a I'élimination des PO,
NOs et NH4" est respectivement de 94,55%, 73,6 % et 81,14 % dans les eaux usées domestiques
traitées. Outre la contribution du temps de séjour a I'élimination de la DCO, la densité de la
plante (X2), la concentration initiale de phosphore (X3) ont également montré une bonne
contribution a I'élimination de la DCO, respectivement de 63,3% et de 22,5%. Cela pourrait
s'expliquer par le systeme racinaire tres dense d’E. crassipes qui favorise la fixation de
microorganismes capables de dégrader les polluants organiques (Abbona et al., 1982). On note
également que I’interaction entre le temps (X1) de séjour et la charge initiale en phosphore (X3)
exerce une influence (15%) sur I’¢limination des nitrates (Figure 36(a)). Cela pourrait
s’expliquer par le fait que I’augmentation de la biomasse de E. crassipes exige un temps de
séjour hydraulique élevé par rapport a celle de P. stratiotes (Fonkou et al., 210) ce qui fait qu’il
a besoin un peu de temps pour pouvoir éliminer les nitrates. Dans le cas de P. stratiotes (Figure
36 (b)), il convient également de noter que le temps de séjour (X1) a une forte influence sur
I'élimination des PO4>* NO3™ et NH4" avec des contributions estimées a 85,20 % ; 73,29 % et
73,70 %, respectivement. Il faut souligner aussi que la concentration initiale en phosphore (X3)

exerce une influence (22 %) sur I’élimination des nitrates (Figure 36 (b)). On peut expliquer
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cela par le fait le phosphore est considéré comme facteur limitant (Conley et al., 2009) et donc
son augmentation influence 1’élimination des nitrates étant que les plantes absorbent 1’azote
sous forme de nitrates (forme soluble) en phase de croissance (Qin et al., 2016). En ce qui
concerne la contribution des facteurs d'interaction, seul I’interaction entre le temps de séjour et
la concentration en phosphore (X1X3) a une contribution relativement forte a I'élimination de
NH.4" et de DCO avec des valeurs estimées a 16,94 % et 7,82 %, respectivement. Pour les deux
macrophytes 1’interaction entre la densité des plantes et la concentration initiale en phosphore
(X2X3) n’a pas d’influencer sur 1’¢limination des nutriments. Cela vient pour confirmer les
valeurs coefficients associés aux équations (Eq.25 a Eq.32) du modeéle de régression. En effet,
tous les effets significats de ces coefficients sont négatifs ce qui signifie que cette interaction
exerce des effets antagonistes sur les 1’élimination des paramétres suivis au cours de cette étude.
Cela ne pourrait pas s’expliquer par les contributions des facteurs décrit par les diagrammes de
Pareto (Figure 36) mais peut s’expliquer a partir des digrammes d’interactions (Figures33-34)
ou lon a discuté en montrant que |’abattement des ammoniums diminue lorsque la
concentration en phosphore augmente par suite de la complexation de NH4" par PO+ pour
forme la struvite (MgNH,PO,, 6H,0) en présence de Mg?* (Abbona et al.,1982, Tansel et al.,
2108).

VI11.1.4. Interactions des facteurs sur les taux d'élimination de la pollution

Dans cette section, une attention particuliere a été accordée aux interactions entre le temps de
séjour et la concentration initiale en phosphore (X1X3) et entre la densité des plantes et la charge
initiale en phosphore (X2X3) car ces deux interactions ont montré une faible contribution. Les
diagrammes d'interaction ont été tracés pour comprendre I'influence effective de chaque facteur
sur I'élimination de PO+> (Y1 ou Y] "), I’élimination de NOs'( Y3 ou Y5 ), I'élimination de NH4*
(Ysou Y3) et I’élimination de laDCO (Y4 0u Yy). Les Figures 37 (a) et 37(c) montre que, lorsque
le temps de séjour est au niveau le plus bas, I'augmentation de la concentration de phosphore
de 2 a 10 mg/L induit une faible efficacité du procédé d'élimination du phosphore et de la DCO.

La méme tendance a été observée lorsque le temps de séjour a été fixé a 30 jours.
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Figure 37: Diagrammes d'interaction des facteurs X1 Xs: E. crassipes (Y;(a) et Y4(c)) et P.
stratiotes (Y (b) et Y, (d)

La variation pour les deux rendements (Y1 (a) et Y4 (C)) prises dans le sens vertical a été estimee
a pres de 13%. Par ailleurs, que la concentration initiale de phosphore soit faible ou élevée, une
augmentation du temps de séjour a conduit a un important taux d'élimination du phosphore. En
effet, le taux d'élimination du phosphore & faible concentration (2 mg/L PO.®) est de 63 % de 5
a 30 jours alors qu'elle est de 66 % pour la concentration élevée (10 mg/L PO4>). Cela pourrait
s'expliquer par le fait qu'E. crassipes a besoin d'un certain temps pour épuiser la quantité de
nutriments phosphorés dans les eaux de surface pour sa croissance. L utilisation de P. stratiotes
pour I'élimination de PO4* (Figure 38 (b)) et de la DCO (Figure 38 (d)) donnent de meilleurs
résultats par rapport a ceux d'E. crassipes avec un temps de séjour (également appelé temps de
rétention hydraulique) de 5 jours.

Lorsque le temps de séjour est de 30 jours, E. crassipes e€limine mieux le phosphore que P.
stratiotes qui a son tour est plus efficace a réduire la DCO Selon Shah et al. (2015) et Rezania
et al. (2016) I'élimination de la DCO est le résultat de la croissance de bactéries aérobies qui se
sont developpées sur le systeme racinaire des plantes. Ces bactéries transforment la matiére
organique biodégradable en composés minéraux utiles a la croissance de ces macrophytes. Il
ressort de cette interaction entre le temps de séjour et la concentration initiale en phosphore
(X1X3) que l'augmentation de la concentration initiale de POs* non seulement augmente
I'élimination de PO4* par les plantes, mais contribue également a I'élimination de la DCO. Il en

résulte une croissance harmonieuse des macrophytes. De plus, l'interaction entre le temps de
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séjour et la concentration initiale en phosphore (X1X3) révele qu’E. crassipes est moins efficace
pour des temps de séjour relativement courts mais tres efficace lorsque la phytoremédiation est
effectuée avec un temps de rétention hydraulique élevé, contrairement & P. stratiotes. Cela
pourrait s'expliquer par une tres bonne couverture spatiale du plan d'eau par P. stratiotes au
cours de sa croissance par rapporta E. crassipes (Tabinda et al., 2019).

L'interaction entre la densité des plantes et la charge initiale en phosphore (X2X3) fournit des
informations trés intéressantes sur I'élimination de NH4" par ces deux (2) macrophytes. En effet,
a travers les diagrammes d'interaction des facteurs décrits dans les Figures 38 (a) et 38 (b), il
apparait que lorsque la concentration de POs* augmente de 2 mg/L a 10 mg/L, une diminution
du taux d'élimination du NH4" est observée pour les deux macrophytes indépendamment de la
densité de plantes. Cela pourrait s’expliquer par le fait que la présence des ions PO4* dans
I’eau en quantité élevée peut causer la complexation des ions NH4"™ sous forme la struvite
(MgNH,PO,,6H,0) en présence de Mg?* ralentissant ainsi le processus de nitrification
biologique de NH.* en NOs™ et par conséquent son élimination (Abbona et al., 1982, Tansel et
al., 2108). Cette perte de potentiel d'élimination de NH4" est d'environ 5 % pour E. crassipes
contre 10 % pour P. stratiotes. Cependant, a une concentration fixe de PO4>, une augmentation
de la densité des plantes contribue a une meilleure élimination du NH4*. En effet, en fixant la
densité de plantes & 30 ou 60 pieds/m?, E. crassipes élimine mieux NH4* que P. stratiotes quelle

que soit la concentration initiale de PO,
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Figure 38 : Diagramme d'interaction des facteurs X>Xz : E. crassipes (Yz(a)) et P. stratiotes

(Y3(b))

VI11.1.5. Optimisation multi-réponse et comparaison des résultats avec les travaux

antérieurs

Les conditions optimales pour le post-traitement des eaux usées etudiées par phytoremédiation

ont été obtenues en utilisant la fonction de désirabilité. Selon les résultats présentés dans le

Tableau 16, la désirabilité globale maximale (D) est de 0,96 et 0,97 pour E. crassipes et P.

stratiotes, respectivement. Ces données indiquent pour chaque cas, les conditions optimales

correspondant & un temps de séjour de 30 jours, une densité de plante de 60 pieds/m? et une

concentration initiale de POs* de 10 mg/L. Ces conditions optimales correspondent en fait au

test 8 décrit dans les Tableaux 11 et 12, et qui a conduit a des taux d'élimination de 94,2% de
PO4%; 93,3 % de NO3™; 95,0 % de NH4" et 63,6 % de la DCO dans le cas d'E. crassipes contre
93,9 % de POs*, 83,4 % de NOs ; 99,47 % de NHs'et 85,6 % de la DCO dans le cas de P.

stratiotes.
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Tableau 16: Désirabilité individuelle (di) et globale (D) correspondant aux conditions
expérimentales utilisant E. crassipes et P. stratiotes

E. crassipes | P. stratiotes
Y1 Y2 Y3 Ya Y] Y Y3 Y,
Désirabilité Désirabilité
Expérienc di d2 ds d4 D dy d> ds ds D
e
1 0 0,256 0,20 0 0 0 0 0504 O 0
2 0,796 0,731 091 031 0,64 0,743 0,621 0,807 0,47 0,65
3 0,184 0,543 0,62 0,64 0,45 0,238 0,14 0,605 0,15 0,24
4 0,873 0,681 1 0,73 0,81 0,726 0,693 0,908 0,87 0,79
5 0,139 0 0 03 0 0,201 0,289 O 055 0
6 1 091 0,63 0,87 1 1 0988 0,70 0,92
7 0,277 0,324 0,27 086 0,38 0,402 0,522 0,302 0,78 0,47
8 0,982 0,917 0,94 1 0,96 0,986 0,89 1 1 097

D'apres ces taux d'élimination trouvés dans cette étude, il semble qu'E. crassipes élimine mieux

le NOs que le P. stratiotes alors que ce dernier a un meilleur potentiel d'élimination du NH4* et

de la DCO. Une exception est observée pour le taux d'élimination de PO+ ol il est presque le

méme pour les deux (2) macrophytes. Les travaux récents de Tabinda et al. (2019) ont

également rapporté que P. stratiotes est bien meilleur qu’E. crassipes en termes de réduction

de la DCO d’un effluent textile. Cela pourrait s'expliquer par une trés bonne couverture spatiale

du plan d'eau par P. stratiotes au cours de sa croissance comme le montre la Figure 39.

-

Jour 30

Jour 1

Figure 39 : Croissance d'E. crassipes (a) et P. stratiotes (b) dans des conditions optimales de

phytoremédiation.
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VI11.1. 6.Comparaison des resultats de cette étude aux normes de rejets

Les valeurs finales et le taux d’abattement de chaque paramétre de pollution suivis permettent
de connaitre I’efficacité de cette étude par rapport aux normes de rejets (Tableau 17). En
analysant ces résultats, on peut conster quelle que soit la plante utilisée (E. crassipes ou P.
stratiotes) les valeurs de tous parametres suivis respectent les normes de rejets. En comparant
I’efficacité d’élimination de ces parameétres par E. crassipes et P. stratiotes on peut dire que E.
crassipes a été trés efficace en ce qui concerne 1’élimination du nitrate (sa concentration passe
de 28,5 a 1,9 mg/L ; soit un taux d’abattement de 93,3%) par a P. stratiotes (sa concentration
passe de 28,5 a 4,67 mg/L ; soit un taux d’abattement de 83, 6%). Cela pourrait s'expliquer par
le systéme racinaire d’E. crassipes tres dense par rapport a celui de P. stratiotes qui pourrait
favoriser I’absorption du nitrate par E. crassipes (Abbona et al., 1982).

En revanche, P. stratiotes a été efficace pour éliminer NH4" et DCO par rapport a E. crassipes.
En effet, leurs concentrations respectives passent de 32,5 a 0,17 mg/L et 360 a 54,78 mg O2/L ;
soient des taux d’abattement de 99,47 % et 84,3 % respectivement. Force est de constater les
valeurs trouvées sur 1’élimination de PO4* sont presque similaires pour les deux macrophytes.
Cela pourrait s'expliquer par une trés bonne couverture spatiale du plan d'eau par P. stratiotes
au cours de sa croissance par rapport a E. crassipes comme le montre la Figure 39.

Comme le montre le Table 17, la concentration en PO4* passe respectivement de 10 & 0,58
mg/L et 10 a 0,61 mg/L pour E. crassipes et P. stratiotes ; soient des taux d’abattement de 94,2
et 93,6 % respectivement. Par ailleurs, ces résultats sont en accord avec les travaux antérieurs
ou I’on note des contradictions en ce qui concerne 1’élimination des nutriments par E. crassipes
et P. stratiotes. En effet, certains trouvent que 1’efficacité d’¢limination du phosphore est
attribuée a E. crassipes (Qin et al., 2016 ; Kouamé et al., 2016), d’autres rapportent P. stratiotes
(Gupta et al., 2012 ; Zimmels et al., 2019 ). Au vu de ces contradictions, il serait donc
intéressant de valider ces conditions optimales par une étude cinétique réalisée dans ces

conditions (Figure 40).
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Tableau 17 : Comparaison des caractéristiques des eaux traités aux normes des rejets

E. crassipes P. stratiotes

Valeur Valeur Taux Normes de

intiale  finale d’abatt rejets (Silva,
Parametres (%) 2008)
POs* (mg/L) 10 0,58 94,2 2
NOs (mg/L) 28,5 1,9 93,3 15
NHs*(mg/L) 325 1,62 95,0 30
DCO (mg 360 120,12 63,6 125
O2/L)

VI11.1.7. Cinétique d’élimination de PO4%", NO3z", NH4* et DCO

Les graphiques de Pareto ont montré que la phytoremédiation dépend fortement du temps de

séjour des macrophytes dans les eaux usées. En effet, une diminution de la concentration des

parameétres a été observée dans I'eau pendant la période de traitement (Figure 40). Cette figure

montre que le temps nécessaire pour éliminer les différents nutriments est fonction du type de

nutriments. En effet, il a fallu environ 25 jours pour réduire les phosphates et les nitrates alors

que la vitesse d’élimination de NH4* et de la DCO est constante a partir du 20°™ jour. Pour le

cas des phosphates, cela pourrait s’expliquer par la forte affinité qu’a le phosphore envers les

sédiments qui diminue sa biodisponibilité. En ce qui concerne nitrates, ce temps de traitement

se justifie par les différentes étapes de transformation des matieres organiques aboutissant a la

libération des nitrates dans le cycle d’azote (confére Figure 5 de la section 1.2.1.2).
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Figure 40 : Cinétique d’élimination de PO4> (a), NOs™ (b), NH4" (c) et DCO (d) dans les conditions optimales par E. crassipes et P. stratiotes
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Cela a permis d'obtenir les équations de prédiction suivantes tirées de la Figure 40. En effet,
ces équations de prédiction (Eq.34 a Eq.41) relatives a la cinétique d'élimination de PO4%, NO3"
, NHs" et DCO par E. crassipes s et P. stratiotes sont les suivantes :

Pour E. crassipes :

Cpogs = 10,124700%% = 0,964Cy(po3-1e "% (R? = 0,98) (Eq.34)
Cnos = 31,6601 = 1,05C, o5y %M (R? = 0,93) (Eq.35)
Capp = 54,7267016% = 1,258C 1y 1% (R? = 0,95) (Eq.36)

Coco = 193,5¢7%96t = 0,575C,copye™ 0% (R? = 0,68) (Eq.37)

Pour P. stratiotes :

Cpoz- = 7,729e~"04 = 0,736C(pg3-ye ™% (R = 0,89) (Eq.38)
Chno; = 34,78e7 %11t = 1,154Co(yo;)e "1™ (RZ = 0,93) (Eq.39)
c;m = 61,2271 = 1,407C(yyypye” "™ (R? =0,96) (Eq.40)
Cpco = 151,6e7%98" = 0,451Cy(copye” %% (R? =0,67) (Eq.41)

R? attaché & ces régressions varie de 0,98 a 0,68. Pour E. crassipes, la cinétique de la
décroissance exponentielle du premier ordre du phosphore décrit mieux I'élimination du PO4>".
Globalement, mis & part la DCO ol R? est faible, les deux autres paramétres (NO3z et NH4")
sont relativement bien décrits par ce modéle cinétique car leur R? est supérieur & 0,80 (Shah et
al., 2015). En effet, pour ces trois (3) paramétres dont R? est supérieur a 0,80, le modéle
cinétique de premier ordre peut étre utilisé pour prédire le temps de traitement de ces eaux usées
par E. crassipes en raison de I'existence d'une bonne corrélation entre les valeurs réelles et les
valeurs prédites. Comme pour E. crassipes, les parametres NOs™ et NH4™ ont des coefficients de
détermination relativement élevés respectivement 0,93 et 0,96 lorsque P. stratiotes est utilisé.
De plus, la tendance d'élimination de ces deux (2) parametres a bien suivi la cinétique de
premier ordre. Pour NH4", bien que sa concentration initiale soit pondérée par le facteur 1,407
(supérieur aux autres), sa constante cinétique k qui est de 0,19 jour? permet d'accélérer sa
vitesse d'élimination dans le temps. En comparant les modeéles cinétiques de ces deux (2)
macrophytes en ce qui concernent 1’élimination de PO4*, le modéle de E. crassipes (Eq.34) est

meilleur (R?= 0,98) par rapport a celui de P. stratiotes (Eq.10) pour lequel R? vaut 0,98. Ce
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résultat corrobore avec les résultats de certains auteurs (Qin et al., 2016 ; Kouamé et al., 2016)
qui ont rapporté dans leurs travaux que E. crassipes éliminent mieux le phosphore par rapport
a P. stratiotes.

En ce qui concerne la DCO (Eq.37 et Eq.41), cette mauvaise corrélation est probablement due
a une grande différence entre la concentration initiale réelle (Co) et la concentration initiale
prédite (0,451Co) selon le modéle ajusté. Cela reflete également la complexité liée au processus
de la dégradation des composés organiques dans I'eau. En effet, ces composés organiques
doivent subir une dégradation par les bactéries fixées aux racines pour favoriser une meilleure
assimilation par les macrophytes (Tabinda et al., 2019). Dans le méme temps, selon Wang et
Sample (2014), les macrophytes sécrétent des exsudats des racines. Si ces exsudats sont utilisés
par les bactéries pour la dénitrification biologique, il est clair que ce phénoméne est a I'origine
de la lixiviation des composés organiques entrainant le ralentissement de la cinétique
d'élimination de la DCO. Cela a déja été révelé par Kozdrdj et Van Elsas, (2000), suivis par
Griffiths et al, (2001) qui ont montré que la quantité d'exsudats racinaires est supérieure aux

concentrations de carbone organique total calculées pour un sol rhizosphérique.

VII.2. Influence du traitement par phytoremédiation en mode continu

VI11.2.1. Caractéristiques de ’effluent alimentant le dispositif expérimental

Les valeurs moyennes des paramétres analyses lors de la caractérisation de 1’effluent du bassin

facultatif de la STEP de Buterere sont présentées dans le Tableau 18.

Tableau 18 : Caractéristiques des eaux d’alimentation du pilote expérimental comparées a
celles de la STEP de Buterere et aux limites de rejet de I’OMS

Rejets de la STEP Limites de rejet de

Effluent des Buterere(Nsavyimana OMS (Carr et al.,

Parameétres bassins facultatifs , 2015) 2004)
pH 8,30,12 8,2+0,13 6,5-9,5
Chlorophylle A (ug/L) 8 860 £90,0 6 125+ 101,0 0-200
Chlorophylle B (ug/L) 640 +10 424,30 £ 9,55 0-200
Chlorophylle C (ug/L) 1530 9.8 1 280,10+ 8,18 0-200
PO4> (mg/L) 28,11 +2,15 25,40 + 3,13 <2
N-NH4* (mg/L) 82,80 + 0,25 68,50 + 10,89 <15
N-NOs (mg/L) 47,03 £1,17 41,20 £ 4,71 <30
DCO (mg O2/L) 358,13 + 30,5 123,00 £ 17,92 <150
DBOs (mg O2/L) 260,00 + 20,45 51,00 + 6,98 <50
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Ces résultats ont ét¢ comparés a la qualité de I’effluent du bassin de maturation de la STEP
(Nsavyimana, 2015) et aux valeurs relatives a la norme de rejet des eaux usées selon ’OMS
(Carretal., 2004). En effet, le bassin de maturation correspond a la derniere étape de traitement
de la STEP de Buterere. On constate que 1’effluent du bassin facultatif de la STEP de Buterere
est tres chargé par rapport aux eaux de rejet du bassin de maturation de ladite STEP. Par ailleurs,
les caractéristiques des eaux de rejet de la STEP sont en dehors des valeurs limites préconisées
par ’OMS (Carr et al., 2004). Cela révele les limites de cette STEP qui rejette des eaux

susceptibles de polluer les cours d’eau.

VI11.2.2. Evolution des paramétres de pollution

Pour le traitement en mode continu, la performance épuratoire du dispositif mis en place a été
suivie par les cinétiques de réduction de PO4* (Figure 41), de NH4* (Figure 42), de NOs™ (Figure
43), des Chlorophylles (Figure 44), de la DBOs (Figure 45) et de la DCO (Figure 46).

A cet effet, une réduction importante de POs* a été observée aprés un temps de séjour de
I’effluent dans les bassins a P. stratiotes puis a E. crassipes. Pour le bassin témoin, une légeére
réduction de PO4* a été observée. Cela est dii a ’action des microphytes et des algues. On
remarque aprés le 25 jour, une remontée de la concentration en PO4>qui pourrait indiquer le
vieillissement et la mort des macrophytes. En effet, la dégradation des macrophytes dans I’eau
a la suite de cette mortalité entraine la recontamination des eaux usées traitées en nutriments et
en matiéres organiques. De ce fait, un renouvelement des plantes doit étre effectué pour assurer
la pérennité de la phytoremédiation. Ainsi, en se référant a un séjour maximal de 25 jours, on
obtient un rendement de 46,21 % de réduction de PO4>".
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Figure 41 : Cinétique de réduction de PO4*> dans le dispositif expérimental

Quant a I’élimination de NH4", sa concentration passe de 82,8 a 4,32 mg/L apres la
phytoépuration (Figure 42). En effet, I’abattement de NH4" a été importante jusqu’au 13€ jour
avec un rendement de 91,11 % a la sortie du dispositif expérimental. En outre, on constate que
la cinétique d’élimination de NH4" est pratiguement semblable au niveau des deux
macrophytes. Ce temps qui a été nécessaire pour abattre NH4" pourrait s’expliquer par le fait
que NHy" est la premiére forme d’azote qui est libérée par dégradation de la matiére organique
par les bactéries lors du processus d’ammonification et qui par la suite sera convertie

respectivement en nitrites et puis en nitrates par les processus de nitritation et nitratation (Sun
etal., 2019).
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Figure 42 : Cinétique de réduction de NH4" dans le dispositif expérimental.
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La Figure 43 présente une chute rapide de la concentration de NOsau bout de 15 jours. Cela
pourrait s’expliquer par la croissance rapide des macrophytes qui consomment beaucoup NO3
¢tant donné qui c’est la forme soluble d’azote qui est facilement absorbé par les plantes
(Fonkou et al., 2010, Gupta et Mahindrakar, 2012, Ting et al., 2018). On remarque apres le 15°
jour, une remontée de la concentration en NOz™ qui pourrait indiquer le vieillissement et la mort
des macrophytes. Cette mortalité pourrait entrainer la recontamination des eaux usées traitées
en NOsz.

50 - EB
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0 5 10 15 20 25 30 35
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Figure 43 : Cinétique de réduction de NOz™ dans le dispositif expérimental.

En ce qui concerne la cinétique d’élimination des chlorophylles, les résultats montrent que la
charge en Chlorophylle A (Figure 44 (a)) augmente de 886 a 1 304,36 ug/L jusqu’au 15° jour
dans les bassins a P. stratiotes et E. crassipes. Celle de la chlorophylle C (Figure 44 (c)) atteint
le maximum a 616,60 ug/L au 6° jour. Cette évolution est pratiquement la méme dans les
bassins témoins.

Une évolution similaire de la teneur en chlorophylles pour les bassins témoins et pour les
bassins a macrophytes a €té remarquable. En comparant les bassins témoins et les bassins a
macrophytes, on constate que le développement des macrophytes réduit la teneur en
chlorophylles. Ces macrophytes sécrétent des composés phénoliques, des hydroquinones et du
résorcinol ayant une activité inhibitrice a la croissance des microphytes responsables de la
teneur en chlorophylle (Ismail et al., 2015). En outre, la couverture intégrale du plan d’eau par
les macrophytes empéche les rayons solaires d’activer la photosynthése pour la croissance des
microphytes. Ainsi, a partir du 15° jour, une chute de la teneur en chlorophylles A (Figure 44

(a)) a été remarquable au point d’atteindre parfois des valeurs nulles. Cela pourrait s’expliquer
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par la croissance des macrophytes qui empéche notamment les microphytes de recevoir de la
lumiére nécessaire a leurs activités photosynthétiques entrainant ainsi leurs disparitions.

En ce qui concerne la chlorophylle C (Figure 44 (c)), cette chute est décrite par une allure
sinusoidale avant d’atteindre la valeur nulle. Ces résultats sont en accord avec les travaux de
Fang et al. (2007). Cependant, dans le bac témoin, 1’absence d’une quelconque activité
inhibitrice minimise la variation temporelle de la chlorophylle A et celle de la chlorophylle C.
Pour la Figure 44 (b), on constate que c’est le contraire qui se produit. En effet, I’allure des
courbes est la méme, mais avec des concentrations en chlorophylle B bien supérieures dans les
bassins a macrophytes que dans I’cau brute. En d’autres termes, les substances inhibitrices
(composes phénoliques, des hydroguinones et du résorcinol) n’ont pas d’influence sur la teneur
en microphytes responsables de la teneur en chlorophylles B. On observe une augmentation
brusque de la teneur en chlorophylle B entre le 5°™ et le 10°™ jour (Figure 44 (b)). Cette
augmentation de la chlorophylle B serait due a la diminution de la chlorophylle A, principal
pigment photosynthétique, entrainant ainsi I’arrét de la photosynthése consommatrice de la
teneur de ce pigment. En effet, la chlorophylle B est le pigment accessoire qui collecte 1’énergie
et la transmet a la chlorophylle A. Cela veut dire qu’en absence de la chlorophylle A, la

chlorophylle B n’est pas utilisée par les macrophytes (Féret, 2009).
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Cinétique de réduction des Chlorophylles A(a), B(b) et (C) dans le dispositif

expérimental.

115



Résultats et discussion

Enfin, I’¢limination de la pollution organique évaluée par la charge en DCO et en DBO vient

approuver 1’efficacité de ce dispositif expérimental a la dépollution des eaux usées domestiques.

En effet, la DBOs qui reflete la pollution organique biodégradable est restée plus ou moins

constante & partir du 15° jusqu’au 25°™ jour avec un taux d’abattement de 74,36 % (Figure 45).
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Figure 45 : Cinétique de réduction de la DBOs dans le dispositif expérimental.

Quant & la DCO, un taux d’élimination de 57,41 % a été obtenu aprés 25 jours de traitement.

Cependant, la minéralisation des matieres dissoutes au cours de la phytoremédiation et la forte

présence des nitrates ont favorisé 1’augmentation de la DCO (Figure 46).
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Figure 46 : Cinétique de réduction de la DCO dans le dispositif expérimental.
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Par conséquent, il est possible d’affirmer a travers la DBO (Figure 45) que la pollution
organique a connu un fort abattement par ces macrophytes a travers ce dispositif expérimental.
Outre cela, au regard des résultats relatifs a I’¢limination des nutriments, une comparaison de
la performance épuratoire de ce dispositif expérimental avec celle de STEP de Buterere est en

faveur de ce dispositif.

VI11.2.3. Rendements d’élimination des nutriments

Apres avoir présenté la cinétique d’élimination des différents parametres de pollution étudieés,
il est nécessaire d’évaluer D’efficacité du dispositif expérimental a travers leurs taux
d’élimination (Tableau 19). Cela méne a comparer les résultats du dispositif expérimental qui
traite les eaux de rejets du bassin facultatif de la STEP de Buterere a la qualité des eaux de rejet
du bassin de maturation de la méme STEP ainsi qu’a celle des caux des tanks témoins. A cet
effet, cette performance du pilote expérimental a été scindée en deux périodes vu les cinétiques
d’élimination. Il s’agit des 15 premiers jours et le 31° jour de la phytoépuration. Pour les
nutriments, des taux de 91,1 %, 57,36 % et 32,61 % respectivement pour NH4*, NO3™ et PO*
aprés 15 jours ont été obtenus. Ces résultats refletent une bonne activité des macrophytes
comparativement aux résultats obtenus au niveau des tanks témoins. Cette période correspond
a une croissance rapide des macrophytes a tel enseigne que la demande en nutriments est de
plus en plus élevée. Toutefois, jusqu’au 31° jour, on assiste a une augmentation de la production
des nitrates comme déja révélée précédemment. Cette tendance observée pour les nutriments
est vraisemblablement contraire chez les chlorophylles car au 15° jour, la production est
importante avec des concentrations supérieures a celles de 1’effluent brut. Mais apres cette
période, la croissance rapide des macrophytes a renversé la tendance au point d’avoir des
rendements pouvant atteindre 100 %. Cela est dii a 1’élimination des microphytes par les

macrophytes a la suite de leur compétition vis —a- vis des éléments nutritifs.
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Tableau 19 : Taux d’abattement des paramétres de pollution.

Effluent traité apres Effluent traité apres Effluent traité apres STEP de

15 jours 31 jours 31 jours (Témoins) Buterere
Valeur Y Valeur Y Valeur Y (mg/L)
Parametres finale (%) finale (%) finale (%) (Nsavyimana,
(mg/L) (mg/L) (mg/L) 2015)
Chlorophylle A 1,3044 ++ 0,0563 99,37 1,8056 ++ 6,125
Chlorophylle B 0,9104 ++ 0,0395 93,77 0,0314 ++ 0,4243
Chlorophylle C 0,1736 ++ 0,00 100,0 0,8503 ++ 1,2801
POs* 18,94 32,61 15,11 46,21 21,71 29,45 25,40
NH4* 7,37 91,10 11,52 86,08 38,0 54,10 68,50
N-NOz 10,74 57,36 45,76 ++ 23,72 6,27 41,20
DCO 176,73 57,41 756,25 ++ 275,45 23,08 123,00
DBO 63,33 75,64 66,66 74,36 110,00 57,69 51,00

NB : ++ : concentration finale supérieure a la concentration initiale (absence d’abattement)

Le résultat d’élimination de PO4> de 46,21 % au 31°™ jour est en accord avec celui rapporté
par Rezania et al. (2016). Au cours de ce processus de phytoremédiation, 1’élimination de PO4*
au niveau du bassin & E. crassipes est inférieure a celui de P. stratiotes. Et pourtant, on
s’attendrait a un abattement bien meilleur dans le deuxiéme bassin (a E. crassipes) apres un
temps de séjour dans le premier bassin (a P. stratiotes) (confére le dispositif expérimental de la
section V.2.2). Cela pourrait s’expliquer par la fraction particulaire du phosphore qui minéralise
dans le deuxiéme bassin sous I’action des microorganismes (Jerbi, 2015) en libérant le
phosphore soluble (PO4>). En outre, le bassin & E. crassipes recoit aussi le phosphore résiduel
issu du bassin & P. stratiotes. Cela entraine une charge supplémentaire de PO4* & éliminer dans
le deuxiéme bassin. Comme le phosphore, 1’azote ammoniacal (NH4") a été fortement éliminé
pour satisfaire le besoin en nutriments des deux macrophytes. En effet, le processus biologique
impliquant les bactéries, accélere la conversion de NHs™ en NO3™ par la réaction de nitratation
(Eq.42) (Saeed et Sun, 2012).

k
NH} + 20, - NO3 + H,0 + 2H* : AG = —349,3 m—(])l (Eq.42)

Ces microorganismes pour assurer cette réaction, bénéficient de 1’oxygene dissous issu de la
photosynthése des plantes qui ont pratiquement colonisé les plans d’eau. Cette couverture totale
du plan d’eau maintient constant la température pour éviter toute variation de la teneur en
oxygene dissous. C’est a juste titre, qu’au niveau des tanks témoins, une légere ¢limination de

NH4" a été réalisée sous I’action des bactéries qui re¢oivent seulement de I’oxygéne a travers
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la photosynthése des microphytes ou 1’équilibre thermique n’est point assuré. De fagon
générale, ce dispositif expérimental a permis d’avoir des résultats trés intéressants
comparativement aux travaux de Rezania et al. (2016) qui ont rapporté un taux d’élimination
de NH4* de 85% pour un traitement en mode continu.

En ce qui concerne I’¢limination du nitrate, apres la chute de sa teneur correspondant a 57,36%
de réduction au 15° jour, une remontée de cette teneur a été constatée au-dela de cette date car
cette période correspond au pic de transformation biologique de NH4" en NOs™ (confére Figure
5). Ces résultats sont en accord avec les travaux antérieurs de Qin et al.(2016) et Kouamé et

al.(2016) qui ont trouvés qu’ E. crassipes a une bonne capacité d’éliminer du nitrate.

Les résultats obtenus au cours du traitement en mode continu (Tableau 14) présentent un faible
taux d’abattement en ce qui concerne I’élimination de PO4>", de NO;3 et de la DCO. C’est dans
ce contexte qu’un traitement en mode discontinu des eaux usées de la STEP de Buterere au

Burundi a été réalisé afin de comparer le rendement épuratoire de ces deux modes de traitement.

VII .3. Influence du traitement par phytoremédiation en mode discontinu
VI11.3.1. Evolution des parameétres de pollution

Pour le traitement en mode discontinu, la performance épuratoire du dispositif mis en place a
été suivie par les cinétiques de réduction de POs*> (Figure 47), de NH4" (Figure 48), de NOs"
(Figure 49), de la DBO (Figure 50) et de la DCO (Figure 51) et des Chlorophylles (Figure 52).

V11.3.1.1 Evolution de la concentration en PO4%

Un abattement significatif de PO,> (Figure 47) est constaté aprés un temps de séjour de
I’effluent de 26 jours aussi bien pour E. crassipes que pour P. stratiotes. Aprés ce temps de
séjour, on observe un taux d’élimination de 73,12 % de PO4* contre 46,2 % en mode continu.
Cela montre combien ce traitement améliore le taux d’abattement des phosphates par rapport
au mode continu. En effet, pour le traitement en mode continu, I’effluent a traiter est renouvelé
tous les 5 jours ce qui diminue le temps de séjour hydraulique par rapport au mode discontinu.
Pour les tanks témoins, une légére diminution de PO4* est également observée grace a I’action

des microorganismes et des microphytes.
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Figure 47 : Cinétique de POs*> dans les effluents traités pendant le traitement en mode
discontinu

V11.3.1.2 Evolution de la concentration en NH4"

En ce qui concerne la concentration de NH4*, celle-ci est passée de 93,6 a 2,16 mg/L aprés
I’activité des macrophytes soit un taux d’¢élimination de 97,69 % (Figure 48) contre 86,08 %
pour le traitement en mode continu. En effet, I’élimination maximale de NH4" a été observée
au 40°™ jour de traitement. En outre, on remarque que la cinétique d’élimination de NH4* est

pratiquement similaire pour E. crassipes et P. stratiotes.
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Figure 48 : Cinétique de NH4" dans les effluents traités pendant le traitement en mode
discontinu
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V11.3.1.3 Evolution de la concentration en NO3"

Pour I’¢élimination de NOz", celle-ci est passée de 77,11 a 12,14 mg/L apres I’activité des
macrophytes soit un taux d’élimination de 83,54 % (Figure 49) contre 57,36 % pour le
traitement en mode continu. Ces résultats traduisent une bonne élimination des nitrates en mode
discontinu comparativement aux données obtenues au niveau du traitement en mode continu.
Cela a été observé au 15°™ jour de traitement et aprés cette période on constate une
augmentation de la teneur en nitrate qui pourrait traduire le vieillissement et la mort des
macrophytes. En effet, la décomposition des macrophytes dans 1’eau entraine 1’enrichissement
du milieu en nutriments et en composés organiques. Un renouvelement des plantes doit étre fait
pour continuer la phytoépuration avec de jeunes plantes (Qin et al., 2016; Kouamé et al., 2016).
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Figure 49 : Cinétique de NO3"dans les effluents traités pendant le traitement en mode
discontinu

VI11.3.1.1.4 Evolution de la concentration en DCO

Les résultats d’’élimination de la DCO (Figure 50), présentent une allure simillaire a celle des
courbes d’élimination des nitrates. En effet, celle-ci passe de 360 a 105,33 mgO2/L au 15°™
jour de traitement soit un taux d’élimination de 70,74 % contre 57,41 % obtenu pour le
traitement en mode continu. Ces résultats viennent pour confirmer 1’efficacité du traitement en
mode batch en ce qui concerne I’élimination des matic¢res organiques. De méme, aprés cette
période, on observe une remontée de la teneur en DCO. Tout comme dans le cas des nitrates,

cette augmentation pourrait s’expliquer par le vieillissement et la mort des macrophytes.
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Figure 50 : Cinétique de la DCO dans les effluents traités pendant le traitement en mode
discontinu

V11.3.1.5 Evolution de la concentration en DBO

En ce qui est de I’élimination de la DBO (Figure 51), celle-ci passe de 260 a 24,46 mg Oz /L au
25°™ jour de traitement, soit un taux d’abattement de 90,52 % contre 74,36 % obtenu pour le
traitement en mode continu. Dans les tanks témoins, on observe également un taux
d’élimination de la DBO évalué a 61,53 %. Cela pourrait se justifier par 1’activité des
microphytes (algues) et microorganismes pendant la phytoépuration des eaux usées. Cela est
facilité par leur extréme richesse en enzymes qui catalysent les réactions nécessaires d une part,
a leur respiration, et d’autre part a la synthése de la matiére vivante par biodécomposition du
milieu (Durot, 2009).
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Figure 51 : Cinétique de la DBOs dans les effluents traités pendant le traitement en mode
discontinu

V11.3.1.6 Evolution de la charge en Chlorophylle

Les résultats ont montré que la charge en chlorophylle A (Figure 52 (a)) augmente de 8861,65
a 11292,95 ug/L jusqu’au 5° jour dans les bassins a P. stratiotes et E. crassipes, puis celle en
chlorophylle C (Figure 52 (c)) atteint le maximum a 616,60 pg/L au 5° jour.

Une évolution semblable de la teneur en chlorophylles dans les bassins témoins et dans les
bassins & macrophytes a été observée. A travers les tanks témoins, on constate que la croissance
des macrophytes réduit la teneur en chlorophylles. Par ailleurs, la couverture totale du plan
d’eau par les macrophytes empéche les rayons solaires d’activer la photosyntheése pour la
croissance des microphytes. Ainsi, a partir du 5° jour, une chute de la teneur en chlorophylles
A a été observée. Il arrive méme des cas ou on peut atteindre des valeurs nulles. En ce qui
concerne la chlorophylle C, cette chute est décrite par une allure sinusoidale avant d’atteindre
la valeur nulle. Ces résultats corroborent avec les travaux de Fang et al. (2007). En revanche,
dans le bac témoin, I’absence d’une quelconque activité inhibitrice de la croissance des
microphytes minimise la variation de la chlorophylle A dans le temps et un peu moindre celle
de la chlorophylle C. Pour la chlorophylle B (Figure 52 (b)), on constate que c’est le contraire
qui se produit. En effet, 1’allure des courbes est la méme, mais avec des concentrations en
chlorophylle B bien supérieures dans les tanks a macrophytes que les tanks témoins. En d’autres
termes, les substances inhibitrices n’ont pas d’influence sur les microphytes responsables de
I’abattement de la chlorophylle B. On observe une augmentation exponentielle de la teneur en
chlorophylle B entre le 5°™ et le 10°™ jour de la phytoépuration (Figure 52 (b)). Cette
augmentation de la chlorophylle B serait due a la diminution de la chlorophylle A, principal
pigment responsable de la photosynthése, entrainant ainsi I’arrét de la photosynthése
consommatrice de la teneur de ce pigment. En effet, comme nous 1’avons déja signalé pour le
traitement en mode continu ; la chlorophylle B est un pigment accessoire qui collecte 1’énergie
et la transmet a la chlorophylle A. Ceci veut dire qu’en absence de la chlorophylle A, la

chlorophylle B n’est pas consommé par les microphytes (Féret, 2009).
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VI11.3.2. Rendements d’élimination des nutriments

Apres avoir présenté la cinétique d’élimination de certains parametres de pollution, il est
important d’évaluer D’efficacité du dispositif expérimental a travers les taux d’abattement
comme nous 1’avons fait pour le traitement en mode continu (Tableau 19). Cela nous permettra
de comparer ces résultats aux caractéristiques de 1’effluent a la sortie du bassin facultatif de la
STEP de Buterere, des tanks témoins et ceux observés pour le traitement en mode continu. En
effet, pour les nutriments, des rendements de 91,23 %, 82,53 % et 93,3 0 % respectivement
pour NH4*, NO3™ et PO+ aprés 31 jours de phytoépuration ont été obtenus lorsque E. crassipes
est utilisé. Pour le cas de P. stratiotes; des rendements de 96,67 %, 84,24 % et 76,77 %
respectivement pour NH4*, NO3™ et PO4® ont été trouvés aprés cette méme période. Ces résultats
sont en accord avec ceux trouvés pendant la détermination des conditions optimales. En ce qui
concernent 1’élimination des nitrates des résultats presque similaires ont été obtenus (82,53 et
84, 24 % respectivement pour E. crassipes et P. stratiotes). Ces résultats traduisent une bonne
activité des macrophytes comparativement aux données obtenues au niveau des tanks témoins
ou des taux d’abattement de 64,2 %, 50,82 % et 52,42 % respectivement pour NH4", NO3™ et
PO, ont été obtenus.

Cependant, jusqu’au 31° jour, on assiste a une augmentation de la production des nitrates
comme cela a été déja révélée précédemment lors du traitement en mode continu. En revanche,
cette tendance observée pour les nutriments est vraisemblablement contraire chez les
chlorophylles car au 5° jour la production est remarquable avec des concentrations bien
supérieures a celles des tanks témoins. Mais apres cette période, la croissance rapide des
macrophytes a renversé la tendance au point d’avoir des rendements en élimination des
chlorophylles pouvant atteindre 100 %.

Comme le phosphore, I’azote ammoniacal (NH4*) a été fortement éliminé pour satisfaire le
besoin en nutriment des deux macrophytes. C’est a ce titre, qu’au niveau des tanks témoins, une
Iégére élimination de NH4" a été observée sous I’action des microorganismes qui regoivent
seulement de ’oxygene a travers la photosynthése des microphytes ou 1’équilibre thermique
n’est point assuré. De fagon générale, ce pilote expérimental a permis d’avoir des résultats trés
intéressants au regard des travaux de Rezania et al. (2016) qui ont rapporté un taux
d’élimination de NH4" autour de 85 %. La DBOs qui permet de mettre en évidence la pollution
organique biodégradable est restée plus ou moins constante depuis le 15° jusqu’au 31° jour avec
un taux d’abattement autour de 85,26 % (Figure 50). Quant a la DCO qui traduit la présence

des matiéres oxydables d’origine organique et minérale, un taux d’abattement d’environ
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70,74 % a été obtenu dés les deux premieres semaines de traitement (Figure 51). Les résultats
sur I'élimination des différents parameétres suivis au cours du traitement en mode discontinu

sont présentés dans le Tableau 20.

Tableau 20 : Taux d’abattement des paramétres suivi au 31°™ jour de traitement

E. crassipes P. stratiotes Témoin STEP de
Buterere
Valeur Abatt  Valeur  Abatt Valeur  Abatt (mg /L),
Paramétres finale (%) finale (%)  finale (%) (Nsavyimana,
2015)
Chlorophylle A 0,12£0,13 9865 00400 9953 027 96,93 6,125
(mg/L)
Chiorophylle B 005800 90,96  002:00 9701 009 86,76 0,4243
(mg/L)
Chlorophylle C 0,00 100,00 0,00 100,0 0,00 100,00 1,2801
(mg/L)
PO.* (mg/L) 6,63x2,39 83,30 9,22£28 76,77 18,89 52,42 25,40
NH.*" (mg/L) 8,21+2,74 91,23 3,12+1,0 96,67 33,1 64,62 68,50
N-NOsz(mg/L) 13,47+0,3 82,53 12,1540 84,24 37,9 50,82 41,20
DCO (mg O/L) 140,4+3,6 61,00 105,33, 70,74 271 24,71 123,00
DBOs (mgO2/L) 43,3315,7 83,33 38,33%2, 85,26 70,0 73,08 51,00

Abatt : Abattement

V11.3.3. Comparaison des résultats de cette étude avec d’autres travaux réalisés en

mode discontinu

En analysant les résultats du Tableau 21, on peut constater que quels que soient la durée du
traitement et le type d'effluent, cette étude a été satisfaisante en ce qui concerne 1’abattement
des nitrates (83, 30 a 84,24 %). Les autres paramétres tels que le POs* et le NH4* ont été
fortement éliminés par rapport a certaines données des travaux antérieurs du Tableau 17. Ceci
confirme l'intérét suscité par cette étude réalisée dans des conditions optimales au cours du
traitement en mode discontinu des eaux usées par les macrophytes. En ce qui concerne
I’élimination de NH4™, les résultats de cette étude sont accord avec ceux de Sooknah et Wilkie,
(2004) qui ont trouvé des taux d’élimination de 99,6 % et 99,2 % respectivement E. crassipes
et P. stratiotes. Quant a I’abattement de PO4* par E crassipes (taux d’abattement de 83,30 % ),
le résultat est en accord avec celui trouvé par Akinbile , ( 2012) pour le méme macrophyte
(taux d’abattement de 78,5 %).
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Tableau 21 : Etude comparative des résultats cette étude avec ceux des travaux antérieurs

E. crassipes P. stratiotes
Types d’eaux usées Temps POs* NHs* NOs POs* NHs* NOs Références
gour) (%) () () () (%) (%)
Effluents domestiques 31 83,30 91,2 8253 76,7 96,6 84,2 Cetteétude
(Ismail et
Eaux usées municipal 21 55 72 296 60 83 31,1 al, 2015)
Effluents industriels 21 56,8 71 - 47,1 66,5 - (Kouamé et
al., 2016)
Eaux usées municipal 25 67 81 92 - - - (Kutty et
al., 2000)
Eaux usées domestiques 30 53,4 474 - 58,2 465 - (Qinetal.,
2016)

Conclusion partielle

Le post-traitement des eaux usées par phytoremédiation en utilisant E. crassipes et P. stratiotes
a montré le lien étroit entre les facteurs temps de séjour, la densité de la plante et la
concentration initiale de phosphore sur 1’élimination de PO4*, NOs", NH4+* et DCO. L’analyse
statistigue ANOVA appliquée a cette étude a montré que le modéle expérimental basé sur le
PFC a donné une bonne corrélation avec une signification et une robustesse élevée entre les
réponses expérimentales et prédites. Pour E. crassipes et P. stratiotes, I'optimisation multi-
réponses réalisée en utilisant la fonction de désirabilité a montré que ces deux macrophytes
avaient la méme condition optimale de phytoremédiation définie par un temps de séjour de
30jours, une densité de la plante de 60 pieds/m? et une concentration initiale en PO4* de 10
mg/L. Les conditions optimales ainsi obtenues, ont été appliquées pour traiter 1’effluent des
bassins facultatifs de la STEP de Buterere (Burundi) en simulant les conditions réelles dans un
pilote expérimental constitué de deux séries de tanks a P. stratiotes et E. crassipes en mode
continu. A cet effet, la cinétique de la phytoremédiation des parametres de pollution a été suivie
a la sortie des tanks a P. stratiotes puis celle des tanks a E. crassipes. Cette étape a permis de
comprendre que la réduction des parameétres est fonction de la croissance des macrophytes et
de leur temps de sejour dans ces différents tanks a eau usee. Ainsi, certains parametres comme
les chlorophylles A, B et C ont été insensibles a la phytoremédiation car leurs concentrations
n’ont cessé d’augmenter pour atteindre le pic au 15° jour. Mais aprés ce pic, une chute de la

concentration des chlorophylles (A, B et C) a été remarquable jusqu’au 31° jour car la
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couverture intégrale de la surface d’eau par suite d’une forte croissance des macrophytes a
empéché le développement des microphytes. Cette croissance des macrophytes a été également
favorable a 1’élimination de 1’azote ammoniacal, de phosphore et de la DBO. Cependant, au
cours de cette méme période, une forte présence de nitrate et de la DCO a été constatée a la
suite de la minéralisation des composés organiques et la nitrification de 1’azote ammoniacal en
nitrate. En effet, cette augmentation de la teneur en nitrate ne remet pas en cause la performance
du dispositif expérimental. Cela doit nous amener a travers des études de traitement en mode
discontinu (section. VII .3.), a mettre en place un troisieme bassin en aval de traitement en mode
batch (ou discontinu) pour affiner le traitement tertiaire en utilisant soit P. stratiotes ou E.
crassipes. En comparant I’influence de ces deux modes de traitement sur la phytoremédiation ;
il va s’en dire que les deux modes de traitement se completent et que le traitement mode
discontinu élimine mieux certains polluants tels que les phosphates et les nitrates par rapport au
traitement mode continu.

La phytoremédiation étant un procédé qui est mené dans les contions du milieu naturel ; les
plantes qui sont responsables font face a des agressions extérieures. C’est dans ce contexte que
le chapitre suivant, présente les résultats obtenus sur I’analyse des métabolites secondaires

gu’utilisent ces macrophytes pour lutter contre ces agresseurs.
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CHAPITRE. VIII. COMPOSITION CHIMIQUE DES MACROPHYTES AVANT ET
APRES PHYTOREMEDIATION.

La composition chimique d'une plante dépend du type d’espéce, de la saison a laquelle elle a
été collecté et de son environnement. Il est essentiel de connaitre leur composition chimique
si I'on veut envisager des perspectives d'utilisation. Ce chapitre présente 1’analyse et
I’interprétation des résultats obtenus lors de I’analyse élémentaire, I’identification et la
caractérisation des métabolites secondaires qui interviennent dans la défense contre les

agressions extérieures sur P. stratiotes et E. crassipes.

VII1.1. Composition élémentaire de P. stratiotes et E. crassipes

« Macroéléments

La Figure 53 présente les teneurs en macroéléments de P. stratiotes et E. crassipes qui ont été
collectés au Burundi et en Cote d’Ivoire avant et aprés les avoir utilisés en phytoépuration.

Le soufre (S), le potassium (K), le calcium (Ca), le sodium (Na), le phosphore (P), le magnésium
(Mg) et le chlore (CI) constituent les macroéléments évalués. L’analyse de la Figure 53 montre
que I’E. crassipes est riche en soufre alors que P. stratiotes est riche en potassium. Il faut noter
que d’une part les macrophytes collectés au Burundi sont plus riches en soufre (459 pg /Kg. M.
S) que ceux collectés en Cote d’Ivoire (280 pg /Kg. M. S). D’autre part les macrophytes
collectés en Cote d’Ivoire sont riches en potassium (311 pg /Kg. M. S) par rapport a ceux
collectés au Burundi (281 ug /Kg. M. S). En note également que les macrophytes collectés au
Burundi sont riches en élément Ca (219 ug /Kg. M. S) par rapport a ceux collectés en Cote
d’Ivoire (194 ng /Kg. M. S). A leur tour, les macrophytes collectés en Cote d’Ivoire sont riches
en élément CI (415 pg /Kg. M. S) par rapport a ceux collectés au Burundi (415 pg /Kg. M. S).
Pour les deux (2) microélément (Ca et Cl) I’on note 1’augmentation de leur teneur aprés
phytoépuration des eaux usées. Cela signifie qu’ils sont absorbés par les macrophytes dans les
eaux usées pendant la phytoépuration des eaux usées.

Ces différences de concentrations en macronutriments entre les deux pays pourraient
s’expliquer par les caractéristiques €daphiques (température, précipitation, etc.) de leur
environnement. Apres la phytoépuration, on observe une diminution de la concentration en
macroé¢léments. Cela est di au fait qu’une partie de ces derniers a été utilisée par les

macrophytes au cours de leur croissance.
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Figure 53 : Composition en macroé¢léments d’E. crassipes et P. stratiotes du Burundi avant
(@) et aprés (b) et de la Cote d’Ivoire avant (c) et apres (d) phytoépuration.

E.C.R Avant : E. crassipes Racine avant traitement ; E.C.R AP : E. crassipes Racine apres
traitement ; E.C.T Avant : : E. crassipes Tige avant traitement, E.C.T Avant : : E. crassipes
Tige apres traitement ; P.S Avant : P. stratiotes avant traitement ; P.S Ap : P. stratiotes apreés
traitement

o Microéléments

La Figure 54 présente les teneurs en microéléments de P. stratiotes et E. crassipes qui ont été
collectés au Burundi et en Cote d’Ivoire avant et aprés les avoir utilisés en phytoépuration.

Le fer (Fe), le brome (Br) et le zinc (Zn) constituent les microéléments évalués. L’analyse de
la Figure 54 montre que I’E. crassipes de Cote d’Ivoire est riche fer (42,7 pg/kg. M. S) par
rapport a celui du Burundi (22,4 pg /kg. M. S).
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Figure 54 : Composition en microéléments d’E. crassipes et P. stratiotes du Burundi avant

< Eléments traces métalliques

(a) et apres (b) et de la Cote d’Ivoire avant (c) et apres (d) phytoépuration.

La Figure 55 présente les teneurs en éléments traces métalliques de P. stratiotes et E. crassipes

qui ont été échantillonnés au Burundi et en Cote d’Ivoire avant et apres les avoir utilisés en

phytoépuration. En analysant la Figure 55, on remarque 1’absence du manganése (Mn) et du

silicium (Si) dans les racines d’E. crassipes avant la phytoremédiation des eaux usées quel que

soit le pays dans lequel cette plante a été collectée. En revanche, ces éléments sont présents

dans les tiges de cette plante au début des essais de la phytoépuration. Aprés la

phytoremediation, une certaine quantité de ces éléments dans les racines de cette plante a été

observée (4,7 pg/Kg. M. S pour le Mn et 3,82 pg/Kg. M. S pour le Si). Cela pourrait

s’expliquer par le fait que cette plante est souvent utilisée pour 1’élimination des métaux

(Rezania et al., 2016). Pour P. stratiotes ou la plante entiére a été utilisée ; on note la présence

de ces éléments traces au début et a la fin des essais. Il en est de méme pour les tiges d’E.
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crassipes. On pourrait expliquer cela en disant que ces éléments traces métalliques se

concentrent dans les parties aériennes de la plante avant leur cycle d’utilisation en
phytoremédiation.
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Figure 55: Composition en éléments traces métalliques macroéléments d’E. crassipes et P.
stratiotes du Burundi avant (a) et aprés (b) et de la Cote d’Ivoire avant (c) et apres (d)
phytoépuration.

VII1.2. Métabolites secondaires

VI11.2.1. Identification des métabolites secondaires

Le screening phytochimique d’E. crassipes et P. stratiotes collectés au Burundi et en Cote
d’Ivoire indique la présence des composés chimiques comme les polyphénols, les flavonoides
(flavonoides fibres, leucoanthocyanes) et les tannins catéchiques et galliques (Tableau 22). On
remarque 1’absence de stérols, de terpenes et d’alcaloides. Ces résultats corroborent avec ceux
trouvés par Thamaraiselvi et al. (2012). La présence des composes phénoligques, des tannins et
flavonoiques est due a la capacité de ces macrophytes a secréter ses substances inhibitrices au
cours de la phytoremédiation afin d’éliminer les microphytes (Ismail, 2015). La présence de

ces composés est ¢galement bénéfique pour la lutte des plantes contre les agresseurs, les
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protegent contre le rayonnement UV, permet 1’¢longation de leurs tiges (Flavonoides) et dans
la germination du pollen (polyphénols) (Macheix, 1996).

Tableau 22 : Métabolites secondaires présents dans les macrophytes étudiés

Cote d'Ivoire Burundi
E. P E. P

crassipes  stratiotes crassipes  Stratiotes

Stérols et terpénes - - - -

Polyphénols + + + +
Anthocyanes + + + +

Flavonoides Flavonoides libres + + + +
Leucoanthocyanes + + + +

Catéchiques + + + +

Tannins Galliques + + + +
Alcaloides - - - -

- absents ; + : présents ; + : présents sous forme de traces

V111.2.2. Quantification des métabolites secondaires

Les résultats obtenus au cours de 1’analyse quantitative (Figure 56) viennent pour confirmer
les observations faites durant le processus du screening phytochimique (Tableau 21). Pour les
trois familles des métabolites secondaires étudiés ; nous constatons que les macrophytes
collectés au Burundi sont riches par rapport & ceux colletés en Cote d’Ivoire. Cela pourrait
s’expliquer par les conditions environnementales (température précipitation) ainsi que 1’état du
milieu aquatique dans lequel les macrophytes ont été collectés. 1l faut souligner pour les deux
plantes que la phytoremédiation contribue d’une fagon générale a la diminution de la teneur en
métabolite secondaire. Cela pourrait s’expliquer par le fait que ces derniers ont été utilisés pour
lutter contre les agresseurs et /ou a I’élimination des microphytes (algues) qui sont en
compétition avec les macrophytes pendant la phytoépuration (Ismail et al., 2015). L’analyse
quantitative (Figure 56) a révélé en outre, une concentration élevée de flavonoides totaux par
rapport aux tanins et aux polyphénols, quelle que soit la plante utilisée (E. crassipes ou P.
stratiotes) ou le pays dans lequel cette derniére a été récoltée. Ces résultats sont en accord avec
ceux rapportés par Mahunon et al. (2017). La présence des flavonoides en grande quantité est
tres bénéfique pour la plante vu le role joué par ces deniers notamment dans les processus de

défense contre les infections bactériennes et virales et contre les radiations UV. lls agissent
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également comme des pigments ou des co-pigments et régularisent 1’élongation des tiges
(Tohge et al., 2018).
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Figure 56 : Comparaison de la composition des macrophytes en métabolites secondaires de la
Cote d’Ivoire et du Burundi

Conclusion partielle

L’analyse ¢élémentaire a permis d’identifier les macroéléments, microéléments ainsi que les
éléments traces métalliques contenus dans les macrophytes avant et apres les avoir utilisés en
phytoépuration des eaux usées. La composition élémentaire en macrophytes varie d’un pays a
I’autre. Le screening phytochimique a permis de révéler les métabolites secondaires contenus
dans E. crassipes et P. stratiotes. Il indique la présence des composés chimiques comme les
polyphénols, les flavonoides (flavonoides fibres, leucoanthocyanes) et les tannins catéchiques
et galliques. On remarque 1’absence de stérols, de terpénoides et d’alcaloides dans les plantes
collectées en Cote d’Ivoire et au Burundi. L’absence de ces métabolites fait penser a ce que ces
derniers ne sont pas utilisés par les plantes pour lutter contre les agresseurs lors de la
phytoremédiation. Les métabolites trouvés dans ces plantes sont en grande quantité sous forme
de flavonoides et de tannins. Les polyphénols totaux sont présents mais en faible quantité.

Compte tenu de la quantité de biomasse des macrophytes disponibles aprées leur cycle de
phytoremédiation, il est donc intéressant de trouver des voies de valorisation de cette derniére.

Le chapitre suivant fait 1’objet de cette étude.
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CHAPITRE IX. VALORISATION ENERGETIQUE D’EICHHORNIA CRASSIPES
ET PISTIA STRATIOTES PAR METHANISATION

IX.1. Caractérisations des substrats

Le Tableau 23 présente les résultats qui ont été obtenus au cours de la caractérisation des
substrats utilises lors de la digestion anaérobie. La teneur en matiére séche est de 17,79 et 26,74
% respectivement pour E. crassipes et P. stratiotes. Ces résultats sont en accord avec ceux
trouvés par Ancion et al. (2009) (20, 6 et 33,0 % respectivement pour E. crassipes et P.
stratiotes). Les résultats de ce Tableau montrent également que E. crassipes est tres riche en
eau (82,21%) par rapport a P. stratiotes. En revanche, P. stratiotes est en son tour riche matiére
organique (22,19 %) par rapport a E. crassipes (16,26%). Ces valeurs de matiéres séches
traduisent le faible rapport C /N d’E. crassipes par rapport a celui de P. stratiotes. Elles
permettent également d’expliquer pourquoi le rendement en biogaz d’E. crassipes est inférieur

a celui de P. stratiotes (Almoustapha et al., 2008).

Tableau 23 : Caractéristiques des substrats utilisés pendant la co-digestion anaérobie d’E.
crassipes et P. stratiotes

Parameétres (%) E. crassipes P. stratiotes
Teneur en eau (TE) 82,21 +2,54 72,26 + 2,59
Matiéres séches (M.S) 17,79 £ 2,54 26,74 £ 2,59
Matiéres organiques (MO) dans la matiére brute 16,26 £ 1,56 22,19 + 2,06
Matiéres organiques (MO) dans M.S 76,89 £ 1,47 86,9 £ 1,80

IX.2. Evolution de certains paramétres dans les digesteurs durant la co-digestion

anaérobie

Le Tableau 24 présente les valeurs de la DCO, de la DBOs et de NH4" au début et a la fin des
essais. Les parameétres suivis au cours de la co-digestion anaérobie augmentent de valeurs a la
fin des essais. Pour le cas des matiéres organiques (DCO et DBOs) cela pourrait s’expliquer
par la dégradation de la majorité de substrat qui se traduit bien évidemment par le volume de
biogaz. En effet, au cours de méthanisation les microorganismes dégradent les substrats libérant
ainsi du biogaz (Angeli, 2019). Quant aux valeurs des ions ammoniums cela pourraient provenir
de la dégradation des substrats dont les matieres organiques qui sont riches en protéines (Angeli,

2019). En outre, la digestion étant anaérobie ; les ions ammoniums produits ne sont pas
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convertis en nitrate par le processus de nitrification qui est possible seulement en présence
d’oxygeéne. En ce qui concerne le pH, son I’augmentation a la fin des essais serait liée a la
présence des bactéries méthanogenes qui sont responsables de la consommation des acides gras
volatils et de I’acide acétique libérés dans les étapes d’acidogéneése et d’acétogenese qui sont
responsable de la diminution du pH au dé but des essais. Par ailleurs, 1’étape de méthanogénése
peut étre inhibée a un pH faible (Angeli, 2019). C’est la raison pour laquelle on observe une
augmentation de pH vers la fin de la digestion anaérobie.

Tableau 24: Caractéristiques de quelques parameétres au début et a la fin des essais

Parameétres
Scénarii pH DCO (mgO2/L) DBO5 NH4*
(Rapport (mgO2/L) (mg/L)
Substrats SI) In  Fin In Fin In Fin In  Fin
T 6,62 6,39 659,2 4160 450 980 32,4 75,6
E. crassipes 3/1 6,04 7,22 988,8 5040 780 2500 46,8 1224
2/1 584 6,56 959,2 4640 750 1750 39,6 129,6
T 6,70 6,29 15536 36296 1500 1900 43,2 93,6
P. stratiotes 3/1 6,05 7,02 10944 46144 1200 2000 36,4 91,2
2/1 595 6,76 929,6 42848 1200 2600 344 828
Mélange E. T 593 6,97 24496 3640,8 1250 2250 28,8 1044
crassipes et 3/1 594 7,31 1956,8 29404 1200 1500 396 86,4
P. stratiotes 2/1 594 6,95 19712 2632 1050 1470 30,0 1334

T : Témoin ; S/I : rapport substrat/ inoculum ; in : initiale ; Fin= Finale

1X.2.1 Evolution du pH durant la période de digestion anaérobie

Le pH est un facteur important a contréler pendant le processus de digestion anaérobie (Djaafri
et al., 2014). La Figure 57 présente 1’évolution du pH des scénarios S/I 3/1 ; 2/1 et le témoin
pendant la co-digestion anaérobie. Cette figure montre qu’au début des essais les valeurs du pH
varient entre 5,84 et 6,70 tandis que ses valeurs sont comprises entre 6,29 et 7,31 a la fin des
essais. On note également 1’évolution du pH est presque similaire pour les 3 scénarios.

Des augmentations et diminutions de pH ont été observées durant la co-digestion anaérobie.
La diminution du pH observée au début du processus (Figure 57) serait due, d’une part a la
nature acide des substrats, et d’autre part a la formation des acides gras volatils et des acides
organiques lors de la dégradation des différents déchets. En effet, la diminution du pH survient
le plus souvent pendant les étapes d’hydrolyse et d’acidogénése au cours de la digestion

anaérobie. Au cours de ces étapes, les matiéres particulaires sont dégradées en composés
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solubles puis elles sont converties en hydrogene, en dioxyde de carbone, en acétate, en
propionate et en butyrate (Haider et al., 2015). Les bactéries responsables de 1’hydrolyse et de
I’acidogene peuvent s’adapter a un pH faible tandis que les bactéries méthanogenes sont
sensibles a des faibles valeurs de pH. Ainsi I’étape de méthanogénése peut étre inhibée a un pH
faible (Angeli, 2019). C’est la raison pour laquelle on observe une augmentation de pH vers la
fin de la digestion anaérobie (méthanogénese). L’augmentation du pH traduit une diminution
de la majorité des acides gras volatils et des acides organiques produit a la phase d’hydrolyse
et d’acidogénése. Ces acides ont été consommeés par les bactéries méthanogene (Nsavyimana,
2015).

I
o

Rapport 2/1
4 4 Rapport 3/1

Témoin

Temps en jours

Figure 57 : Evolution du pH en fonction du temps dans les digesteurs

1X.2.2 Evolution de I’Azote ammoniacal durant la période de digestion anaérobie

La Figure 58 montre 1’évolution de la teneur en azote ammoniacal durant la période de digestion
anaérobie. Au niveau des digesteurs, la quantité de NH4" augmente en fonction du temps. L’une
des explications a ce comportement est sans doute le développement de la population
bactérienne. En effet, les bactéries induisent la minéralisation de la matiére organique riche en
azote telles que les protéines ou 1’urée libérant ainsi de NH4". Toutefois, la concentration en
NH." reste favorable a la digestion anaérobie. Ce dernier est toxique au microorganisme de
digestion lorsque sa concentration varie entre 150 et 200 mg/L (Angeli, 2019). En analysant la
Figure 58, on peut dire que la quantité de NH4" évolue en fonction du rapport S/I dans le temps.
En effet, cette quantité augmente du rapport S/I 2 /1, témoin, 3 /1 respectivement. Aprés 15

jours on observe un saut brusque de la quantitté NH4" produite. Cette augmentation
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exponentielle de NH4" indique la fin I’étape d’acidogénése (Cazier, 2015) qui serait responsable
de la dégradation des acides aminés et des acides gras riche en azote le libére sous forme de
NH4".
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rapport 3/1
Rapport 2/1

120 -
100 -
80 -
60 A
40 -
20 A

Concentration de NH,*(mg/L)

0 L L L L L 1
0 5 10 15 20 25 30

Temps en jours

Figure 58 : Evolution de NH4" durant la période de digestion anaérobie.

1X.2.3 Evolution de la DCO durant la période de gestion anaérobie

Durant les premiers jours de la digestion anaérobie, la DCO est faible. Cela est d a la faible
dégradation des substrats qui sont constitués majoritairement par des macromolécules (phase
d’hydrolyse et acidogenes). Au cinquiéme jour, la DCO atteint son maximum (environ 8000
mgO2/L), cela pourrait s’expliquer par la dégradation de la majorité de substrat qui se traduit
bien évidemment par le volume de biogaz produit pendant cette période (Figure 59). Apres le
cinquiéme jour, la DCO commence a diminuer jusqu’a ce qu’elle atteigne sa valeur minimale
qui est de I’ordre de 4000 mg O2/I & la fin de la digestion. Ce résultat est en bon accord avec les
travaux de Djaafri et al. (2014) qui ont montré que la valeur minimale a la fin de la digestion
est celle citée-ci haut. En analysant la Figure 59, on peut dire que la quantité de la DCO évolue
en fonction du rapport S/I dans le temps. En effet, cette quantité augmente du rapport S/1 2 /1,
témoin, 3 /1 respectivement. Apres 5 jours on observe la quantité de la DCO produite atteint
son maxima. Apres cette on observe une diminution progressive de la DCO jusqu’a ce que se
stabilisé entre 20 et 25 jours. Cette allure de la DCO serait lies a la dérogation progressive de
la matiere organique présente dans les substrats et la stabilisation de sa valeur a la fin indique

la fin du processus de méthanisation qui se termine par la phase méthanogéne (Cazier, 2015).
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Figure 59 : Evolution de la DCO durant la période de digestion anaérobie.

IX.3. Cinétique de production du biogaz

La Figure 0 présente la quantité de biogaz produit durant le processus de co-digestion anaérobie.
L’analyse des résultats de cette figure montre que le rapport 3/1 du mélange substrat et inoculum
a un rendement journalier en biogaz élevé par rapport a tous les autres scénarios. 1l faut noter
que le mélange E. crassipes — P. stratiotes (Figure 60 (c)) produit une grande quantité de biogaz,
ensuite P. stratiotes seul (Figure 60 (b)) et enfin E. crassipes (Figure 60 (a)) seul. Cela pourrait
s’expliquer par le rapport C/N qui est de 31,8 pour P. stratiotes et 9 pour E. crassipes (Ancion
et al., 2009). Le mélange E. crassipes — P. stratiotes dans lequel la quantité d’E. crassipes est
le double de P. stratiotes permet de ramener le rapport C/N dans I’intervalle de 20 a 30 qui est
favorable a la digestion du substrat par les microorganismes (Aoun et Bouaoun, 2015).
Toutefois, le maxima de production de biogaz est obtenu selon le rapport substrat/inoculum
(S/1). En effet, le 1% maxima est obtenu au 6°™ jour de co-digestion pour un rapport de 2/1,
puis au 7¢™ jour pour un rapport de 3 /1 et enfin au 8°™ jour pour le témoin. Cela pourrait se
justifier par le fait que I’inoculum joue le role d’activation du processus en générant rapidement

les microorganismes nécessaires a la co-digestion des substrats.
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Figure 60 : Evolution journaliére de la production du biogaz pour E. crassipes (a), P.
stratiotes (b) et leur mélange (c).

La quantité cumulée de biogaz produite durant les 25 jours est de 10 635 mL, 13 935 mL et 13
797 mL respectivement pour E. crassipes (Figure (61 (a)), P. stratiotes (Figure 61 (b)) et leur
mélange (Figure 61 (c)) lorsque le rapport S/I est de 3/1. Cela est justifié par le fait que le
rapport C/N de P. stratiotes est supérieur a celui d’E. crassipes ce qui facilite sa digestion par
les microorganismes. En outre, en considérant le méme rapport S/I, la quantité de biogaz produit
par P. stratiotes est supérieure a celle d’E. crassipes. Cela pourrait s’expliquer par le fait que la
teneur en matiere séche de P. stratiotes est supérieure a celle d’E. crassipes (Tableau 23). Cette
¢tude montre qu’en mélangeant les deux macrophytes on augmente le rendement en biogaz
produit ainsi que sa teneur en méthane (Tableau 25).

Le méme constant a été fait par M’Sadack et M’Barek, (2015) sur la production du biogaz par
co-digestion des déchets animales et végétales. Au niveau des témoins on observe une
performance de la production du biogaz lorsque les deux plantes sont mélangees. Cela est di

au fait qu’en combinant les deux plantes on augmente le rapport C/N. Ainsi, la valeur ce rapport
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pourrait se retrouver entre 20 et 30, condition favorable aux microorganismes pour pouvoir
dégrader les substrats (Ostrem, 2004) introduits au niveau du digesteur. Il faut noter que la
quantité cumulée de biogaz produit augmente selon le rapport substrat/Inoculum. Celle-ci
augmente dans 1’ordre du rapport 2/1 puis le rapport 3/1 (Figure 61). Cela pourrait s’expliquer
par la quantité de la charge organique présente le digesteur. En effet, la quantité de biogaz
produit pendant la digestion anaérobie est fonction de la teneur en matiere organique (Forster-
Carneiro et al., 2008). En analysant la Figure 61, on peut dire qu’il a fallu au moins 10 jours
afin de pouvoir observer I’augmentation exponentielle du biogaz cumulé. Cette période de la
latence correspond aux premieres etapes de la digestion anaérobie (hydrolyse, acidogénese et
acétogenese) avant d’atteindre la derniére étape (méthanogene) responsable de la production du

biogaz (Cazier, 2015).
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Figure 61 : Evolution de la production cumulée du biogaz pour E. crassipes (a), P. stratiotes
(b) et leur mélange (c) dans le temps.
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1X.4. Cinétique de production du méthane

La Figure 62 présente la quantité cumulée de méthane (CH4) produit durant le processus de co-
digestion anaérobie. Cette figure montre qu’E. crassipes seul produit moins de méthane par
rapport au P. stratiotes lorsque le rapport S/I est égale a 3/1. La co-digestion anaérobie d’un
mélange d’E. crassipes- P. stratiotes augmente egalement le rendement en méthane (CHa). Cela
pourrait se justifier par I’augmentation de la teneur en MO lorsque les deux substrats sont mis
ensemble (voir Tableau 23). En outre, ce meilleur rendement en méthane (CHa) pour le rapport
3 /1 serait lié au rapport C/N du mélange d’E. crassipes et P. stratiotes (compris entre 20 et 30,
plage optimale pour la production du méthane en digestion anaérobie). En analysant la Figure
62, on peut dire qu’il a fallu au moins 10 jours afin de pouvoir observer 1’augmentation
exponentielle du méthane cumulé. Cette période de la latence correspond aux premieres étapes
de la digestion anaérobie (hydrolyse, acidogénése et acétogenése) avant d’atteindre la derniere
étape (méthanogéne) responsable de la production du méthane (Cazier, 2015).
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Figure 62 : Evolution de la production cumulée du méthane (CH4) pour E. crassipes (a), P.
stratiotes (b) et leur mélange (c) dans le temps
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La composition en méthane (CH4) du biogaz produit est indiqué dans Tableau 25. Dans tous
les cas le mélange S/I dans le rapport 3/1 produit du biogaz trés en méthane (CH4) par rapport
aux autres scénarios. Il s’agit respectivement des rendements en méthane de 68,63 %, 69,99%
et 70,53% pour E. crassipes, P. stratiotes et leur mélange (Tableau 25). Quant a la quantité de
méthane cumulé produit sur une période de 25 jours de méthanisation ; il s’agit respectivement
des rendements en volume de méthane cumulé de 7114,1 mL, 9753,88 mL et 9731 mL pour E.
crassipes, P. stratiotes et leur mélange (Tableau 25).

Tableau 25 : Quantité cumulée et composition du biogaz produit

Types de Quantité Quantité
Types digesteur cumulée cumulée % CHa4 % CO2
de substrats de biogaz de CH4
(mL) (mL)
Témoin 8 555 5333,7 62,34 37,66
E. crassipes Rapport S/1 (3/1) 10 365 71141 68,63 31,37
Rapport S/I (2/1) 3975 20 30,9 51,09 48,91
Témoin 4926 2 861,17 62,18 37,82
P. stratiotes Rapport S/1 (3/1) 13935 9 753,88 69,99 30,01
Rapport S/1 (2/1) 4 601 2988,41 60,66 39,34
Mélange Témoin 13528 8 775,77 64,87 35,13
E crassipes- Rapport S/1 (3/1) 13 797 9731,88 70,53 29,47
P. stratiotes Rapport S/1 (2/1) 5870 3607,5 61,45 38,55

IX.5. Estimation de la quantité d’énergie produite

Le Tableau 26 présente une estimation de la quantité d’énergie électrique produite par la co-
digestion du mélange des différents substrats par tonne et par an. La quantité d’énergie
électrique produite par la co-digestion anaérobie d’une tonne de E. crassipes, de P. stratiotes
d’un mélange des deux (2) (E. crassipes et P. stratiotes) du scénario rapport S/I 3/1 est estimée
respectivement a 251,81 KW, 345,32 KW et 344,54 KW par an (Tableau 26). Cette quantité
d’énergie pourrait remplacer le courant électrique pendant une année pour un menage dans les
milieux ruraux. Cela constitue une solution au probléme d’énergie pour ces ménages a faible
niveau économique qui ne disposent pas de moyens pour s’approvisionner en courant

électrique.
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Tableau 26: Estimation de la quantité d’énergie produite pour chaque type de substrat par
tonne et Par an

Types de Types de Quantité Volume de Volume* Energie
substrats digesteur cumulée %  CH4 (mL) CH4 (KW)
de biogaz  CHa Pour 25 (m3/T/an)
(mL) jours
Témoin 8555 62,34  5333,7 19,46 188,76
E. crassipes S/ (3/1) 10365 68,63 71141 25,96 251,81
(4kg) S/l (2/1) 3975 51,09 20 30,9 7,41 71,87
Témoin 4926 62,18 2861,17 10,44 101,27
P. stratiotes S/l (3/1) 13935 69,99 9753,88 35,60 345,32
4k
(4k0) S/l (2/1) 4601 60,66 2988,41 10,9 105,73
Meélange Témoin 13528 64,87 877577 32,03 310,69
E. crassipes- S/I(3/1) 13797 70,53 973188 35,52 344,54
P.stratiotes gy (/) 5870 6145 36075 1314 12745

(4kg)

* 1 m® de CH4= 8570kcal =9,7 KW, (Benyahia, 2012)

Conclusion partielle

Ce chapitre qui a pour objectif la détermination du pouvoir énergétique d’un mélange d E.

crassipes et P. stratiotes par co-digestion anaérobie a permis de produire, quantifier et de

caractériser le biogaz produit durant ce processus. Il ressort de cette étude que le mélange E.

crassipes et P. stratiotes dans les digesteurs améliore la quantité et la qualité du biogaz produit.

Il faut noter que le pH est un facteur important a suivre au quotidien durant le processus de la

co-digestion anaérobie.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Cette étude a montré que le temps de séjour, la densité des plantes et la charge initiale en
phosphore exercent une influence sur I’élimination des phosphates (PO4>), des nitrates (NO3),
de I’azote ammoniacal (NH4") et de la Demande Chimique en Oxygéene (DCO). Les conditions
optimales de la phytoremédiation ont été obtenues en utilisant la fonction de desirabilité. Les
désirabilités globales maximales (D) obtenues a partir des résultats du Plan Factoriel Complet
(PFC) sont respectivement 0,96 et 0,97 pour E. crassipes et P. stratiotes. Ces données indiquent
pour chaque cas, les conditions optimales correspondant a un temps de séjour de 30 jours, une
densité de plante de 60 pieds/m? et une concentration initiale de POs* de 10 mg/L. Ces
conditions optimales conduisent & des taux d'élimination de 94,2 % de PO4> ; 93,3 % de NOs’;
95,0 % de NH4" et 63,6 % de DCO dans le cas d'E. crassipes contre 93,9 % PO4>, 83,4 % NOs” ;
99,47 % NHs'et 85,6 % DCO dans le cas de P. stratiotes. Cependant, dans ces mémes
conditions optimales, I'efficacité d'élimination de la DCO par P. stratiotes est supérieure a celle
d'E. crassipes. Pour les nutriments, I'efficacité d'élimination du phosphore par E. crassipes est
supérieure a celle de P. stratiotes. Les modeles cinétiques décrivant I'élimination de NOs3™ et
NH4* sont tres proches quelle que soit la plante utilisée (E. crassipes ou P. stratiotes).
Concernant la prédiction du temps de traitement précis dans le post-traitement des eaux usées
par phytoremédiation en utilisant E. crassipes et/ou P. stratiotes, cette étude a révélé que les
modéles cinétiques ayant R? supérieur a 80 % prédisent bien le temps requis pour le processus.
A cet effet, les conditions optimales obtenues ont été appliquées pour traiter 1’effluent des
bassins facultatifs de la STEP de Buterere (Burundi) en simulant les conditions réelles par un
pilote expérimental constitué des séries de tanks a P. stratiotes et E. crassipes en mode continu.
Ainsi, la cinétique de la phytoremediation des paramétres de pollution a été suivie a la sortie
des tanks a P. stratiotes puis celle des tanks a E. crassipes. Cette étape a permis de comprendre
que la réduction des parametres est fonction de la croissance des macrophytes et de leur temps
de séjour dans ces différents tanks & eau usée. Ainsi, certains paramétres comme les
Chlorophylles A, B et C ont été insensibles a la phytoremédiation car leurs concentrations n’ont
cessé d’augmenter pour atteindre le pic au 15° jour. Mais aprés ce pic, une chute de la
concentration des Chlorophylles (A, B et C) a été remarquable jusqu’au 31° jour car la
couverture intégrale de la surface d’eau a la suite d’une forte croissance des macrophytes a
empéché le développement des microphytes. Cette croissance des macrophytes a été également
favorable a 1’élimination de 1’azote ammoniacal (86,08 %), de phosphore (46,21 %) et de la

DBO (74,36 %). En revanche, au cours de cette méme période, une forte présence de nitrate et
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de la DCO a été constatée a la suite de la minéralisation des composés organiques et la
nitrification de 1’azote ammoniacal en nitrate. En effet, cette augmentation de la teneur en
nitrate ne remet pas en cause la performance du dispositif expérimental. Cela doit nous amener
a travers des études de traitement en mode discontinu (section VII .3.), a mettre en place un cet
autre type de (traitement en mode batch) pour comparer les résultats des deux modes de
traitement. De ce fait, nous pouvons dire que le traitement en mode batch élimine mieux certains
polluants tels que les phosphates (83,30 % et 76,77 % respectivement pour E. crassipes et P.
stratiotes), la DCO (61,00 % et 70,704 % respectivement pour E. crassipes et P. stratiotes) et
les nitrates (82,52 % et 84 ,24 % respectivement pour E. crassipes et P. stratiotes) par rapport
au traitement en mode continu. Nous pouvons dire que les résultats de cette étude devraient étre
appliqués pour substituer les bassins de maturation par les bassins a macrophytes afin
d’améliorer I’efficacité de la station de lagunage de Buterere par exemple. D’une part, I’analyse
¢lémentaire réalisée sur les différentes parties d’E. crassipes et P. stratiotes a révélé la présence
des macroéléments, microéléments et éléments traces métalliques. D’autre part, I’identification
des métabolites secondaires dans les macrophytes collectés dans les deux pays a travers le
screening phytochimique a révélé la présence des polyphénols, des Flavonoides et des tannins.
Il a été remarqué 1’absence de certains métabolites comme les alcaloides et les terpénoides dans
les macrophytes collectés dans les deux pays. Enfin, le dosage des métabolites secondaires
identifiés a été réalisé par la méthode spectrophotométrique et a permis de confirmer les
résultats du screening phytochimique. Il faut noter que les macrophytes collectés au Burundi
sont riches en métabolites secondaires par rapport a ceux qui sont collectés en Céte d’Ivoire.

Un procédé de digestion anaérobie a été réalisé sur E. crassipes puis P. stratiotes et en fin sur
le mélange des deux plantes. L’inoculum constitué de la boue de la STEP a été utilisée comme
source des microorganismes responsables de la digestion anaérobie. Les scenarios (3/1, 2/1) du
rapport S/I en plus du témoin ont été introduits dans les digesteurs pendant ce processus. Les
résultats issus de cette étude montrent que lorsque les deux plantes sont mélangées dans un
rapport substrat/ inoculum 3/1, un volume de 13797 mL de biogaz a été produit dont sa
composition en méthane vaut 70,53 %. D’une part, avec ce méme ratio 10365 mL de biogaz
dont le pourcentage en méthane vaut 68, 63 % est produit lorsque E. crassipes seul a été utilisé.
D’autre part, quand P. stratiotes est utilisé seul avec le méme ratio S/I, 13935 mL de biogaz
dont le pourcentage en méthane vaut 69,99 % a été produit. Cette étude montre qu’en
mélangeant les deux macrophytes, on augmente le rendement en biogaz produit ainsi que sa
teneur en méthane. A cet effet, elle constitue une voie de gestion simultanée de ces deux plantes

envahissantes lorsqu’elles sont toutes présentes dans les plans d’eaux. Cette étude recommande
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de faire un traitement tertiaire par couplage d’un mode continu et discontinu pour lequel le
traitement en mode continu est placé en amont du systéme et le mode discontinu en aval pour

obtenir un bon rendement de la phytoremédiation.

PERSPECTIVES

A la fin de cette thése, les propositions suivantes peuvent étre formulées en guise des
recommandations :

v' faire une étude sur la valorisation des macrophytes par biométhanisation couplée au co-
compostage afin de produire en méme temps du biogaz servant a la production d’énergie
et du compost pour amender les sols ;

v' poursuivre I’étude de production de biogaz a partir d’E. crassipes et P. stratiotes tout

en mettant en place une technique de sa purification.
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Annexe | : Les Figures

Gt 0o L " -
Figure Il : Schéma du pilote expérimental ayant sévi pour le traitement en modes continu et discontinu

des eaux de rejet de la STEP de Buterere au Burundi avant (a) et pendant (b) les essais et

aspect de I’effluent avant aprés traitement (c)
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Annexe Il : Les Tableaux

Tableau I : Composition en masse (%) des macrophytes du Burundi et de la Cote d’Ivoire

avant et aprées traitement des eaux usées

E.C.R E.CR E.CT E.CT P.S P.S
Elément Avant AP Avant AP Avant AP
B C B C B C B C B C B C
Mg - - - - - - - - 0,65 0,38 084 -
Al 07 06 053 08 0,57 039 044 031 045 0,73 0,84 0,34
Si 03 41 382 45 837 231 311 345 325 363 043 1,29
P 07 05 114 - 053 042 046 - 150 0,63 5,34 0,23
S 45 28 049 - 052 052 050 020 1,44 0,72 249 0,37
Cl 15 12 42,1 52 347 415 356 48 342 281 31,1 36,6
K 76 57 12,7 18, 195 219 254 283 281 31,1 366 30,3
Ca 31 54 201 13, 154 16,1 16,7 20,8 219 194 225 1572
Mn - - 478 38 562 14 152 199 - 8,70 0,49 -
Fe 22, 42, 13,7 6,2 796 114 936 254 119 4,15 28,7 10,7
Rb - 04 - - 0,44 - - - - - 160 -
Sr - - 0,66 - - 0,68 059 - 0,33 - 0,67 -
Br - - - - - - 0,47 - - - 0,47 -
Na - - - - - - - - 1,92 - - -
Zn - - - - - - - - 0,78 - - -

E.C.R Avant : E. crassipes Racine avant traitement ; E.C.R AP : E. crassipes Racine apres
traitement ; E.C.T Avant : : E. crassipes Tige avant traitement, E.C.T Avant : : E. crassipes Tige
apres traitement ; P.S Avant : P. stratiotes avant traitement ; P.S Ap : P. stratiotes apres
traitement.; B : Burundi ; C : Céte d’Ivoire
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Tableau Il. Plan d’expérimentation et les réponses pour le PFC et les essais au centre du domaine

expérimentale.

Valeurs réelles Réponses (E. crassipes %) Réponses (P. stratiotes%)

Temps Densité PO YL Y2 Y3 Y4 YI' Y2 Y Y4
Expériences (jours) Plantes (mg/L) PO/ NOs NHsf DCO PO NOs NHst DCO

(pieds/m)

1 5 30 2 115 68,2 63,20 23,03 7,00 53,38 68,75 3575
2 30 30 2 785 86,2 93,7 358 725 744 875 584

3 5 60 2 270 790 812 491 280 581 750 433
4 30 60 2 850 843 974 530 710 769 93,7 772

5 5 30 10 232 585 542 374 247 632 375 619

6 30 30 10 95,7 96,4 93,7 488 951 87,3 98,7 695

7 5 60 10 348 708 66,0 583 424 711 56,2 731

8 30 60 10 942 932 950 636 939 836 994 834

9 17,5 45 6 856 959 979 603 953 812 979 60,3
10 17,5 45 6 872 895 979 635 958 745 979 635
11 17,5 45 6 846 922 958 585 950 79,2 958 533

Tableau I11 : comparaison de la composition quantitative en métabolites secondaires des
macrophytes d e la Cote d’Ivoire et du Burundi
Flavonoides totaux Polyphénols taux Tannins condensés
(Hg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)

Macrophytes Coted'lvoire Burundi Coted'lvoire Burundi Céte d'lvoire Burundi
P.S avant 884,65 936,50 100,21 81,04 251,00 614,33
REC avant 576,50 1061,50 30,63 46,46 294,33 424,33
T EC vant 618,17 1246,50 63,13 81,88 291,00 671,00
P.Sap 813,17 249,83 51,04 53,13 441,00 481,00
REC ap 474,83 586,50 67,29 111,46 331,00 444,33
TECap 926,50 558,17 64,79 90,21 471,00 294,33

P.S avant : P. stratiotes avant traitement des eaux usées ; P.S ap : P. stratiotes aprés traitement
des eaux usées, Racine EC avant : Racine E. crassipes avant traitement des eaux usées, Racine E. ap:
Racine E. crassipes apres traitement des eaux usées, Tige EC avant : Tige E. crassipes avant traitement
des eaux usées Tige EC ap : Tige E. crassipes apres traitement des eaux usées.

Annexe 111 : Productions Scientifiques

C
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY

This study aims at determining the optimal conditions for pollutants removal in wastewater using Received 30 April 2020

Eichhornia crassipes (E. crassipes) and Pistia stratiotes (P. stratiotes) as appropriate aquatic plants for ~ Accepted 12 November 2020

a post-treatment by phytoremediation. From factors such as residence time, plant density and

initial PO3~ concentration, four responses, i.e. the removal efficiency of PO3~, NO3, NH; and the Ei : e
. . . ; . ichhornia crassipes; Pistia

chemical oxygen demand (COD) were followed, using complete factorial design. After validation stratiotes; nutrients:

of the regression models by the statistical analyses, optimal conditions were obtained by using phytoremediation;

the global desirability function. Global desirabilities of 0.96 and 0.97 were respectively obtained optimization

for E. crassipes and P. stratiotes, for a residence time of 30 days, a plant density of 60 feet/m?

and an initial PO~ concentration of 10 mg/L. Using E. crassipes, this corresponds to the

elimination of 94.2% of PO3~; 93.3% of NO3; 95.0% of NH: and 63.6% of COD. In the case of

P. stratiotes, 93.9% of PO3~; 83.4% of NO3, 99.5% of NH; and 84.4% of COD were removed.

Finally, under the used conditions, E. crassipes are able to better eliminate phosphorus and

nitrates, while P. stratiotes are very effective in removing NHZ and COD.

KEYWORDS

«Phosphorus_E crassipes ge=gos

» Phosphorus_P. stratiotes  R*= 089

1. Introduction ) . . .
environmental and economic challenge in developing

In recent years, the amount of wastewater produced by countries with high population growth [2]. In some
domestic or industrial activities has significantly = countries, wastewater is sometimes still directly released
increased, mainly due to higher living standards [1]. into water ecosystems, without any prior treatment [3].
Wastewater management has thus become an Moreover, even in the presence of sewage networks,
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the wastewater treatment plants are limited to the bio-
logical degradation of organic matter that may generate
nutrients such as phosphorus and nitrogen in the
treated effluents [2]. It is well known that nitrogen and
phosphorus compounds are responsible for the pol-
lution of rivers as they favour the development of
aquatic plants [4]. This phenomenon known as eutrophi-
cation could be avoided by implementing efficient ter-
tiary treatment processes to increase the purification
capacity of the existing plant.

Among the different physical, chemical and biological
approaches used to remove nutrients from wastewater,
phytoremediation is considered as a promising and
cheap technology, using plants to remove contaminants
from water [5]. This environmentally friendly technology
offers other advantages, such as promoting biodiversity
by providing habitats to birds and consuming CO,
photosynthesis in treatment basins [6]. Indeed, the
used plants serve as supports for the development of
bacteria that are responsible for the purification of the
organic matter, thus making available the nutrients
necessary for the growth of the plant which, in turn, pro-
vides the oxygen for the survival of these heterotrophic
bacteria [7]. Moreover, these macrophytes, at the end of
their cycle of use by phytoremediation, can be used to
produce biogas because of their high content of moist-
ure, lignin and cellulose [8]. According to Ribeiro et al [9],
this biogas can be used to produce electricity or as fuel
for vehicles. This biogas technology may be a viable
option for developing countries [10]. All of these
benefits are driving many researchers to focus on waste-
water phytoremediation that is economically viable and
profitable.

The choice of appropriate plants for each type of
wastewater is a key factor in the implementation of phy-
toremediation. Plants must be able to grow fast and to
accumulate high amounts of nutriments while their
roots are immerged in surface water [11]. Among the
plants satisfying these criteria, water hyacinth (Eichhor-
nia crassipes: E. crassipes) belonging to the floating
macrophyte class, possesses a high capacity to accumu-
late nutrients and has a good root system to promote
prolific growth [11]. Ismail et al. [12] and Victor et al.
[13] have emphasized that water lettuce (Pistia stratiotes:
P. stratiotes) has a strong ability to grow in a nutrient-rich
environment. The rapid reproduction and accelerated
growth of these two macrophytes are closely linked to
the assimilation of nutrients in an aqueous medium.
Indeed, studies have shown that P. stratiotes doubles
its biomass in 5 days [14] compared to 10 days for
E. crassipes [11]. In addition, many environmental
factors such as temperature, pH and solar radiation can
influence the growth and optimal performance of

these plants. For this purpose, E. crassipes and
P. stratiotes do not tolerate low temperatures because
frost kills the outer leaves of the plant [15]. Their
optimal growth temperature is between 25 and 30°C
[16]. It is in this context that many authors have high-
lighted the effectiveness of these two floating macro-
phytes to treat wastewater in tropical regions [11,17].
Most of the works reported in the literature are related
to the treatment of raw effluents highly loaded with
organic matter and heavy metals. As for example, very
recently, Manjunath and Kousar [18] have treated waste-
water from the textile industry, Mahunon et al. [17] have
treated sewage from pigsties, Ugya et al. [19] have
purified wastewater from dyeing activities and Parwin
and Karar [20], those of culinary activities.

Many authors are interested by the post-treatment of
effluents due to the dysfunction of some wastewater
treatment stations. Recently, Schwantes et al. [21] have
claimed the effectiveness of P. stratiotes for this
purpose. However, the comparative study of
E. crassipes and P. stratiotes in phytoremediation under
optimal conditions has not yet been reported for the
treatment of domestic effluents from activated sludge
plants. Most phytoremediation studies have been con-
ducted by a classical method, i.e. by modifying one par-
ameter after another, while fixing all the other ones. This
classical experimentation method requires many tests,
which are time-consuming, and it ignores the interaction
effects between the parameters and leads to low
efficiency in optimization [12,22,23]. The limitation of
this classical method can be avoided by applying the
experimental research methodology which involves a
statistical design of experiments in which all factors
vary together over a series of experimental trials [24].
Among the design of experiments, the complete factor-
ial design (CFD) uses some statistical methods that facili-
tate their implementation to generate mathematical
models capable of predicting the results having a corre-
lation with the experimental responses [25]. For this
method, the elimination efficiencies are much better if
the choice of the factors constituting the operating vari-
ables is well done. The novelty of the present study is to
use P. stratiotes and E. crassipes in order to simul-
taneously investigate the optimal conditions for phytor-
emediation of domestic effluents from a treatment plant
using CFD.

This study aims at effectively reducing nutrients and
organic pollution of domestic wastewater from an acti-
vated sludge plant, using E. crassipes and P. stratiotes
under optimal conditions defined by three main
factors: the residence time, the plant density and the
initial phosphorus concentration. Since phosphorus is
one of the main nutrient required for a harmonious



growth of plants, a variation in its concentration could
have an influence on the efficiency of phytoremediation
[1,2]. Thus, phytoremediation was assessed by reducing
the chemical oxygen demand (COD), ammonium (NHZ),
nitrate (NO3) and phosphorus (POz’;_) concentrations,
under different experimental conditions of the CFD.
The statistical analyses were further done using multiple
regressions for model fitting and analysis of variance
(ANOVA) for the contribution of each factor and their
interaction effect on the efficiency of phytoremediation.
Finally, the kinetics of nutrients and organic pollutants
removal were studied under optimal conditions accord-
ing to the first order model [26].

2. Material and methods

2.1. Wastewater sampling and experimental
setup

Wastewater samples were taken at the outlet of acti-
vated sludge station of the National Polytechnic Insti-
tute Félix Houphouét Boigny (Yamoussoukro / Cote
d’lvoire). E. crassipes and P. stratiotes were collected
along Yamoussoukro’s artificial Lake IX (6° 49'008"N,
5° 16’ 238.8” W). The climatic characteristics of this
experimental site are the following: average annual
temperature ranging between 21 and 32 °C and rain-
fall between 1200 and 1900mm [27]. Their roots
were washed several times with distilled water
before being introduced into eight polyethylene
tanks each containing 25 litres of wastewater. These
tanks were settled under a roof of 2.5 m height. The
presence of this roof has minimized evaporation by
solar radiation and prevented modification of the
wastewater characteristics by possible rain while
allowing natural air circulation.

2.2. Experimental design methodology

Three experimental parameters, i.e. residence time;
plant density and initial phosphorus concentration
were chosen and their influence on the phytoremedia-
tion process was studied [6, 28]. Phosphorus was
chosen among the nutriments as a key parameter as it
is well known that this element constitutes a limiting
factor regarding to the aquatic plant growth [29].
Indeed, in the absence of phosphorus, the growth of
plants stops, whatever the amount of nitrogen available
[5]. The experimental device was set up according to
CFD. The CFD has allowed setting two levels for the
factors: a low level (-) and a high level (+), respectively
corresponding to the smallest and the highest values
of the variables in the experimental domain. CFD is a
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powerful technique to determine the contribution of
each factor and optimize the performance of the
process. For the three chosen factors, the model pre-
dicts eight experiments generated by the 2% expression
of the CFD (where k is the number of factors). The
minimum and maximum values of the three factors
are given in Table 1.

2.3. Statistical modelling of phytoremediation

The results of the 8 tests defined by the experimental
model were modelled according to the first degree poly-
nomial Equation (1) associated with CFD:

n n—1 n
Y=bo+) biXi+) Y bXX M

i=1 i=1 j=i+1
where Y represents the experimental responses (Y;: POz~
removal, Y,: NO3 removal, Y5: NH} removal and Y,: COD
removal), by: constant coefficient, b;: main coefficient of
the coded factor X;, and bj: coefficient of interaction
between the coded factors X; and X; [17]. This equation
allows understanding the variations of the responses
obtained for each test.

The b; and b; values, coefficient of determination (R?),
adjusted coefficient of determination (Rﬁdj) and pre-
dicted responses were obtained using the NEMROD-W
LAPRAI 9901 software. Fischer test was used for the
ANOVA. The coefficient of variation (CV) was used to
assess the reliability and reproducibility of the exper-
iments [30]. The optimal conditions of phytoremediation
were obtained by using the desirability function to sim-
ultaneously achieve optimal value for all variables. The
desirability of each response (d(Yi)) always ranges
between 0 and 1. For an undesirable response (Y;min),
d(Yi) equals 0, whereas for an ideal response (Y;max), d
(Yi) equals 1. The desirability value is given by Equation
(2) [31].

Yi - Yi,min

Yi,max -

d(Yl) = if Yi,min < YI < Yi,max (2)

Yi,min
The global desirability (D) can be used to find the best
concomitant responses using Equation (3) [32]:

D = [d(Y1)*d(Y,)xd(Y3)xd(Ys)]"/* 3)

Table 1. Factors and levels of CFD.

Level of

Real variable  Coded variable factor

Factor -1 1
Residence time (days) U, X, 5 30
Plant density (Feet/m?) U, X, 30 60
Initial charge in PO~ (mg/L) Us X3 2 10
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2.4. Characterization of wastewater

The characterization of wastewater sampled at the
outlet of the biological treatment station was made by
the determination of the following parameters [33]:
pH, total suspended solids (TSS), COD using standard
method NFT 90-101. Biochemical oxygen demand
(BOD) was determined by themanometric method,
NH} content by the acidimetric method after distillation,
PO3~ content by UV-Visible spectrophotometry after
complexation by ammonium molybdate and NO3
content by molecular absorption spectrometry using
sodium salicylate.

2.5. Wastewater treatment by phytoremediation

Phytoremediation efficiency was assessed after 5 and 30
days. The rates of pollution removal (8) were calculated
from initial and final values of COD, PO3~, NO3 and NH
concentrations, according to Equation (4):

C
B(%) = (1 ——) x 100 4)
Co

where Cy (mg/L) and C (mg/L) represent the initial and
final concentrations of pollution indicator parameters,
respectively.

3. Results and discussion
3.1. Characteristics of wastewater

The characteristics of wastewater are presented in
Table 2. Determined pollution parametervalues, such
as COD, TSS and BOD wetre all above discharge standards
[34]. It can also be noted that the nitrogen content (in
various forms), as well as the POi_ content were rela-
tively high, which could contribute to the eutrophication
of watercourses [35]. These results clearly confirm the
need of a post-treatment that could be achieved by phy-
toremediation, as this process is environmentally
friendly.

Table 2. Characteristics of the effluent sampled at the outlet of
the activated sludge plant.

Parameters
TSS P03~ NHf NO;  COD BOD
(mg/  (mg/ (mg/ (mg/ (mg (mg
pH L) L) L) L) 0,/L) 0,/L)
Values 7.5 120 10 285 325 330 260
Limit 6.5-9.5 <30 <2 <15 <30 <125 <25

values
[34]

3.2. Development and validation of regression
models

The results obtained after wastewater treatment by
E. crassipes and P. stratiotes are respectively given in
Tables 3 and 4. A variation of the responses according
to the treatment conditions was observed, showing
the importance of the chosen variables in this study.
To understand the effects of these variables, a
thorough analysis was performed by modelling this
process by the multiple linear regression equation gen-
erated using NEMROD-W LAPRAI 9901 software.
Equations (5) to (12) give the mathematical model of
post-treatment of wastewater by phytoremediation.
These equations could predict the removal rate of pol-
lution (Y; value) as a function of the residence time
(X4), the plant density (X,) and the initial concentration
in PO3~ (X3). The main effects, as well as their inter-
actions were modelled, giving the main advantage to
CFD, compared to the traditional classical approach.
For E. crassipes, Equation (1) becomes:

Y1 =56.23432.11X; +4.01X; + 5.73X3
— 2.76X1X; + 0.863X1X3 — 1.48X,X5 (5)

Y, = 79.59 + 10.45X; + 2.27X, + 0.149X;
—3.53X;X, 4 4.64X; X3 + 0.024X,X;  (6)

Y; = 80.56 4+ 14.41X; + 4.34X; — 3.33X3
—3.12X1X; 4+ 2.73X1 X3 — 1.08X>2X3 (7)

Y, = 46.13 4+ 4.18X; 4+ 9.88X, + 5.89X3
— 1.87X1X5 4+ 0.00X: X3 — 0.95X5X3 (8)

For P. stratiotes, Equation (1) becomes:

Y/ = 54.32+ 28.80X; + 4.50X, + 9.70X;
—5.17X:X> + 1.67X1X3 — 0.37XX3 9)
Y, = 70.99 4 9.53X; + 1.39X; 4 5.26X;
—1.77X: X, — 0.43X;X; — 0.41X:X; (10)
Y, = 77.12417.46X; + 3.99X; — 4.12X;
— 2.25X, X + 8.37X1X; + 0.87X>2X3 (11)
Y, = 62.36+ 8.80X; + 6.93X, + 9.65X;

+ 2.26X1X; — 4.36X1X3 — 0.66XX3 (12)

These equations showed how experimental variables
and their interactions influence phytoremediation by
E. crassipes and P. stratiotes. The positive sign preceding
each term indicates the synergistic effect whereas the
negative sign reflects the antagonistic effect on the
process. In other words, positive values of these effects



Table 3. CFD results for experiments performed with E. Crassipes.
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Coded variables Real variables

Experimental responses

Predicted responses

Run X X, Xs U U, Us Y,
1 -1 -1 -1 5 30 2 115
2 1 -1 -1 30 30 2 785
3 -1 1 -1 5 60 2 27.0
4 1 1 -1 30 60 2 85.0
5 -1 -1 1 5 30 10 232
6 1 -1 1 30 30 10 95.7
7 -1 1 1 5 60 10 3438
8 1 1 1 30 60 10 94.2

Y, Ys Y, Y, Y, Ys Y,
682 632 230 110 679 637 234
862 938 358 790 865 933 355
79.1 813  49.1 275 794 808 488
843 974 530 84.5 840 979 534
585 542 374 237 588 537 371
9.4 938 4838 952 96.1 942 492
708 660 583 343 705 665 586
933 950 636 947 936 945 633

revealed that the increase of these factors increases the
responses. Conversely, negative values revealed a
decrease of the responses. Thus, among all the main
factors, only the increase in the PO;~ concentration
(X3) caused a decrease of the NH} removal efficiency
through Y; and Y} responses. Indeed, Abbona et al.
[36] have reported that PO;~ ions could precipitate
NHZ ones in the presence of Mg?* to form compounds
such as struvite in wastewater, according to Equation
(13) [37]. The biological nitrification process of NH} to
NO3 is then delayed, as plants only assimilate NO3 for
their growth.

Mg?t + NHJ + PO3™ + 6H,0 — MgNH,4P0,4.6H,0

This process is almost similar to the elimination of NO3
because, although the effect was synergistic, the contri-
bution of X5 by its coefficient on the response Y, was
relatively small compared to that of Y, and Y, responses.
In addition, the fit and robustness of the regression
models were done by considering the experimental
and predicted responses, using the Riy and R® par-
ameters (Figures 1-2). There is a very good correlation
between experimental and predicted values for the
reduction of PO3~, NO3, NH; and COD amounts. R?
values were all close to 1, while Rﬁdj values ranged
from 0.998 to 0.994 (Table 5). In other words, these
regression models are able to predict the removal
rates of the studied pollutants by E. crassipes or
P. stratiotes. Furthermore, for these two macrophytes,
the coefficient of variation CV ranged from 1.19 to
8.27% (Table 5). These low CV values reflected the
reliability and reproducibility of the experiments, as it

Table 4. CFD results for experiments performed with P. stratiotes.

is usually assumed that a model is reasonably reproduci-
ble if its CV value is lower than 10% [14]. A statistical vali-
dation by ANOVA could thus use the information given
by these regression models, to accurately predict the
post-treatment process of wastewater by phytoremedia-
tion, using E. crassipes or/and P. stratiotes.

3.3. ANOVA of regression models

In order to ensure an appropriate model, the significance
tests of the main factors, interaction factors and of the
regression models were performed by applying ANOVA.
P-val is the probability value associated with the Fischer
value (F-val) for a single tested factor or for a 2-factors’
interaction. Results of all calculations, performed with a
significance level of 5%, are reported in Table 6.
Whereas the X; factor (P-val=0.01-0.02<0.05) has
shown a significant difference on the PO3~, NO3 and
NHZ removal model, described by Y;, Y, and Y3, respect-
ively, no significant effect was found for the COD removal
model described by Y,. Moreover, the X, (P-val =0.02)
and X3 (P-val =0.04) factors had a significant effect on
the COD removal. This implies the existence of a good
correlation between the residence time (X,) and the
phosphorus content (X3) for the degradation of the oxi-
dizable pollution, measurable either by the COD or nitro-
gen content, in its different forms. In other words, these
main factors have shown their influence on the perform-
ance of the phytoremediation by E. crassipes.
Concerning the interaction effects, only the X;X3
interaction has a significant effect on the NO3 removal
by E. crassipes. However, ANOVA test have shown that,

Coded variables Real variables

Experimental responses

Predicted responses

Run X X, X3 U, U, Us Y,

1 =1 =1 =1 5 30 2 7.0
2 1 -1 -1 30 30 2 725
3 -1 1 -1 5 60 2 28.0
4 1 1 -1 30 60 2 71.0
5 -1 -1 1 5 30 10 247
6 1 -1 1 30 30 10 915
7 -1 1 1 5 60 10 04
8 1 1 1 30 60 10 939

Y, Y, Y, Y, Y, Y, Y,

4 2 4
53.38 68.75 357 7.45 52.2 66.5 34.68
74.46 87.5 58.5 72.05 75.6 89.7 59.54
58.15 75.0 433 27.55 59.3 773 44.39
76.92 93.75 77.3 71.45 75.7 91.5 76.20
63.2 375 61.9 24.25 64.4 39.7 63.03
87.35 98.75 69.5 95.55 86.2 96.5 68.46
711 56.25 731 42.85 69.9 539 72.11
83.6 99.47 83.4 93.45 84.8 99.17 84.47
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Figure 1. Correlation between experimental and predicted elimination responses of: (a) PO3~, (b) NO3, (c) NHZ, and (d) COD by using

E. crassipes.

©
o

100 - -
y=1.017x-0.498 . (b)  Y=0.989x+0.725
(@) R?=0.999 . R*=0.989
80 - < 80 1
S o
T 60 - 3 70
© 3
B 40 A 2 60 -
= >
> ¢
20 T T T 1 50 , . . ,
20 40 60 80 100 50 60 20 80 90
Y’ experimental (%) Y’, experimental (%)
110 1 90 -
- (d)
- y=0.989x + 0.823 80 -
& 90 R?=0.988 S ]
S 70
3 e]
€ 70 - 2 60 y = 0.994x + 0.355
o) (©) ©° R?=0.995
2 50 - 8 7
a S 40 A
- 3
> 30 : : : . > 30 : : ,
30 50 70 90 110 30 50 70 90

Y;' experimental (%)

Y', experimental (%)

Figure 2. Correlation between experimental and predicted elimination responses of: (a) PO:~, (b) NO3, (c) NHZ, and (d) COD by using

P. stratiotes.



Table 5. Statistical parameters of regression models.
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E. crassipes P. stratiotes
Y Y, Ys Y, Y, Y, Y, Y,
R? 0.999 0.999 0.999 0.999 0.999 0.989 0.988 0.995
Rgdj 0.998 0.995 0.994 0.994 0.994 0.924 0.917 0.967
CV (%) 2.58 1.19 1.69 2.10 2.34 4.70 8.27 4.79

using P. stratiotes, X; and X3 factors had very significant
effects (P-val < 0.05) on PO3~ removal (Y'1) and no signifi-
cant effect (P-val = 0.07 > 0.05) on COD removal (Y,). For
Y, and Y; only the X, factor had a significant effect with
a P-val value of 0.07 and 0.08, respectively. Another sig-
nificant effect was observed with the X;X, interaction
because the P-val parameter (0.055) is slightly greater
than 0.05. In addition, the F-val parameter, which is
defined as the ratio between the average squares of
the model and the mean square of the residual errors
allows estimating the validity and the robustness of
the regression model. For the removal model of POZ_,
NO3, NHZ and COD, respectively described by Y; Y,, Y3
and Y, the calculated F-val are 692.2, 221.9, 184.14
and 218.88, respectively. For Y;, Y,,Y; and Y,, F-values
are equal to 801.2, 153, 13.9 and 34.9, respectively.
These values were greater than the tabulated Fischer
(Fin—p, p-1, 005=F(, 6 005=5.99, with n being the
number of trials and p number of factors) at the 5%
level of significance. These results show that these math-
ematical models are valid and robust to explain the vari-
ations of PO3~, NO3, NH; and COD removal rates,
according to the conditions defined by the variables.

3.4. Contribution of each factor to the different
responses

Figure 3 presents the contribution of the factors and
their interactions on the phytoremediation efficiency
by E. crassipes and P. stratiotes according to the estab-
lished experimental model. The (P;) contribution [38] of
each factor was calculated by using Equation (14):

100xb?

— (14)
Y, b7

Pi(%) =

According to the results obtained for E. crassipes
(Figure 3(a)), phytoremediation was highly dependent
on the residence time (X;). Its contributionon PO3",
NO3 and NH; removal from domestic wastewater
was of 94.55%, 73.60% and 81.14%, respectively. In
addition to the influence of the residence time on
the COD removal, the plant density (X;) and initial
phosphorus concentration (X3) also showed a contri-
bution to the COD removal, of 63.3% and 22.5%.
This could be explained by the very dense root
system of E. crassipes which favours the fixation of
microorganisms capable of degrading organic pollu-
tants [39]. In the case of P. stratiotes (Figure 3(b)), it
should also be noted that the residence time (X;)
has a strong influence on the PO3~, NO3 and NHj
removal with contributions estimated at 85.20%;
73.29% and 73.70%, respectively. Concerning the con-
tribution of the interaction factors, only X;X3 has a
relatively strong contribution to the NHZ and COD
removal with estimated values of 16.94% and 7.82%,
respectively.

3.5. Interactions of factors on the pollution
removal rates

In this section, a special attention will be given to X;X3
and X,X3 interactions, since these two interactions
showed a small contribution. The interaction diagrams
were plotted (Figure 4) to understand the effective
influence of each factoron the PO;~ (Y; or Y;), the
COD (Y4 or Y/4) and the NHj; (Y5 or Y/3) removal. As
shown on Figure 4(a,c), when the residence time was
at the lowest level (5 days), the increase of the phos-
phorus concentration from 2 to 10 mg/L slightly
improved the removal of phosphorus and COD. The

Table 6. ANOVA for CFD model fitting to the phytoremediation of wastewater.

E. crassipes P. stratiotes
Y Y, Y; Y, Y, Y, Y,

ddl F-val P-val F-val P-val  F-val  P-val F-val  P-val F-val P-val  F-val P-val F-val P-val F-val P-val
Model 6 692.2 0.03 221.9 0.05 1841 0.056 2189 0.05 801.2 0.03 15.3 0.19 13.9 0.2 349 0.13
X4 1 3926 0.01 980.1 0.02 896.1 0.02 1486 0.05 4096 0.01 67.1 0.07 62 0.08 76 0.07
X 1 61.3 0.08 46.1 0.09 81.5 0.07 8313  0.02 100 0.06 1.5 0.44 3.2 0.33 36.3 0.1
X3 1 1253  0.057 0.2 0.73 479 0.09 296 0.04 4646 0.03 205 0.4 34 032 736 0.07
XiX5 1 291  0.12 111.6 0.06 42 0.09 29.7 0.1 1322 0.055 2.2 0.37 1 0.5 2.6 0.35
XiX3 1 28 034 193.4 0.04 322 011 0 1 13.8 0.17 0.1 0.79 13.8 0.17  20.7 0.14
XoX3 1 84 021 0.01 0.95 5 0.26 77 022 0.7 0.56 0.1 0.79 0.2 0.76 0.02 09
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Figure 3. Pareto diagrams of the contribution of factors to phytoremediation: (a) E. crassipes and (b) P. stratiotes.

same trend was observed when the residence time was
fixed at 30 days. The variation for the two efficiencies
(Y41(a) and Y4(c)) taken in the vertical direction was esti-
mated at almost 13%. On the other hand, either forlow
or high initial phosphorus concentration, an increase in
the residence time led to a high phosphorus removal
efficiency. Indeed, the increase in the phosphorus
removal efficiency between 5 and 30 days was of 63%
and 66%, at low (2 mg/L) and high (10 mg/L) PO3~ con-
centration, respectively. This could be explained by the
fact that E.crassipes needs time to exhaust the amount
of phosphorus nutrient from the surface water for its
growth. For short residence times, also called hydraulic
retention times (5 days), the PO;~ (Figure 4(b)) and
COD removals (Figure 4(d)) are much higher for
P. stratiotes than for E.crassipes

Moreover, when the residence time is equal to 30
days, the POz~ removal is better achieved by
E. crassipes than by P. stratiotes. However, these latter
species are more efficient for the removal of COD.
According to Shah et al.[40] and Rezania et al.[35], the
COD removal is the result of the growth of aerobic bac-
teria that have grown on the root systems of plants.
These bacteria transform the biodegradable organic
matter into mineral compounds which are useful for
the growth of these macrophytes. It appears from this
X;X3 interaction that increasing the initial PO~ concen-
tration increases the PO~ removal by plants but also the
COD removal. This results in harmonious growth of
macrophytes. Moreover, the X;Xs interaction reveals
that E. crassipes is less effective for relatively short resi-
dence times but very effective when phytoremediation
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Figure 4. X;X3 factor interaction diagram: (a,c) E. crassipes (Y1,Y4) and (b,d) P. stratiotes (Y/1 ,Y;).

is carried out at high hydraulic retention times, unlike
P. stratiotes.

The X,X3 interaction provides very interesting infor-
mation on the NHZ removal by these two macrophytes.
Indeed, it can be deduced from the factor interaction
diagrams (Figure 5(a,b)) that when the PO;~ concen-
tration increases from 2 to 10 mg/L, a decrease in the
NH; removal efficiency occurs for both macrophytes,
regardless of the plant density. This decrease represents
about 5% for E.crassipes, compared to 10% for
P. stratiotes. However, at a fixed PO3~ concentration,
an increase in plant density contributes to a higher
NHZ removal. In fact, at a fixed plant density (30 or 60
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"
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(@)
—30 60—>
Plant density (ft'm?)
78.5% 89 3%
2

10 -
67.15% 88.43%
(b)
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55.77% > '75.69%
Phosphorus dose (mg/L)
I
10
67.58% 73.4%
(d)
—5 30—> Residence time (days)
39.54% 65.88%
2
feet/m?), E. crassipes better removes NH; than

P. stratiotes, whatever the initial POZ‘ concentration.

3.6. Multi-response optimization and comparison
of results with previous work

The optimal conditions for the post-treatment of studied
wastewater by phytoremediation were obtained using
the desirability function. The maximum overall desirabil-
ity (D) obtained was of 0.96 and 0.97 for E. crassipes and
P. stratiotes, respectively (Table 7). Obtained data indi-
cate that the optimal conditions are the same for two
macrophytes. This corresponds to a residence time of

Phosphorus dose (mg/L)

"

68.1% 10 74.9%
(b)
— 30 60 >
Plant density (ft'm?)
78.1% 84.4%
2

Figure 5. X,X3 factor interaction diagrams: (a) E. crassipes (Y3) and (b) P. stratiotes (Y;).
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Table 7. Individual and global desirabilities corresponding to the experimental conditions using E. crassipes and P. stratiotes.

7 7 7 7

Y, Y, Y3 Y, Y, Y, Y; Y,
Desirability Desirability

Run d1 dz d3 d4 D d 1 d2 d3 d4 D

1 0 0.256 0.208 0 0 0 0 0.504 0 0

2 0.796 0.731 0.915 0.315 0.64 0.743 0.621 0.807 0.477 0.65
3 0.184 0.543 0.626 0.642 0.45 0.238 0.14 0.605 0.159 0.24
4 0.873 0.681 1 0.739 0.81 0.726 0.693 0.908 0.871 0.79
5 0.139 0 0 0.354 0 0.201 0.289 0 0.55 0

6 1 1 0915 0.635 0.87 1 1 0.988 0.709 0.92
7 0.277 0.324 0.273 0.869 0.38 0.402 0.522 0.302 0.785 0.47
8 0.982 0.917 0.944 1 0.96 0.986 0.89 1 1 0.97

30 days, a plant density of 60 feet/m? and an initial POZ~
concentration of 10 mg/L. These optimal conditions cor-
respond to the test number 8, described in Tables 3 and
4, which led to removal rates of 94.2% for PO3~, 93.3%
for NO3, 95.0% for NHZ and 63.6% for COD in the case
of E. crassipes, against 93.9% for POi‘, 83.4% for NO3,
99.47% for NH}; and 85.6% for COD in the case of
P. stratiotes.

From the removal rates determined in this study, it
appears that E. crassipes better eliminates NO3 than
P. stratiotes, whereas these latter species possess a
higher NH; and COD removal potential. An exception
is observed for the PO3~ removal rate, which is almost
the same for both macrophytes. In their recent work,
Amtul et al.[41] have also reported that P. stratiotes
was much more efficient than E. crassipes for COD abate-
ment. This could be explained by a very good spatial
coverage of the body of water by P. stratiotes during
its growth, as shown in Figure 6.

The phytoremediation of wastewater by E. crassipes
and P. stratiotes has already been studied by several
authors. However, the search for optimal conditions

responding to both better activity of each of the macro-
phytes has not yet been reported. Therefore, it would be
interesting to compare the results of the present study
with those found in the literature. These results on the
removal of phosphorus, ammonium and nitrate from
wastewater are presented in Table 8. In analysing the
results, it can be seen that regardless of the treatment
time and the type of effluent, the efficiency of our
study was remarkable in terms of nitrate removal
(83.4-93.3%). The other parameters such as PO3~ and
NHZ have been strongly eliminated compared to some
data from previous work in Table 8. This confirms the
interest aroused by this work using statistical tools to
find the optimal conditions of wastewater treatment
by macrophytes.

3.7. Kinetics of PO3~, NO3, NH; and COD removal

The Pareto graphs have shown that phytoremediation
strongly depends on the residence time of macrophytes
in wastewater. Indeed, a decrease of the concentrations
of the studied species was observed during the

Figure 6. Growth of E. crassipes (a) and P. stratiotes (b) under optimal phytoremediation conditions.
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Table 8. Comparative study of this study with previous work on nutrient removal by E. crassipes and P. stratiotes.

E. crassipes

S. stratiotes

Type of wastewater Time (days) POi‘ (%) NH; (%) NO3 (%) POi_ (%) NH (%) NO3 (%) References
Domestic effluent 30 94.2 95 933 93.9 99.5 83.4 This study
Municipal wastewater 21 55 72 29.6 60 83 311 [12]
Dairy manure wastewater 31 60.6 99.6 - 48.5 99.2 - [42]
Aquaculture wastewater 31 78.5 84.8 89.8 54.5 81.9 48.6 [39]
Industrial effluent 21 56.8 71 - 47.1 66.5 - [13]
Urban effluent 31 53.8 86 - 55.9 83.3 - [43]

treatment period (Figure 7). Thus, a first-order exponen-
tial decreasing kinetic model, described by Equation
(15), was used to describe the concentration variation
versus time [26, 44]:

C=Ce™ (15)

where C (mg/L) is the studied parameter concentration
at time t, C, (mg/L) its initial concentration, k represents
the kinetic constant (day“) and t, the residence time
(day).

To determine if this kinetic equation accurately pre-
dicts phytoremediation times, the regressions were
adjusted in order to define a suitable model. From
data depicted in Figure 7, the prediction Equations
(16)-(23), related to the elimination kinetics of POZ_,
NO3, NHz and COD by E. crassipes and P. stratiotes, can
be defined.

APhosphorus_E. crassipes Rz = .98

® Phosphorus_P. stratiotes

R?=0.89

o
>
£
O
0 T T T T T T )
0 5 10 15 20 25 30 35
70 - Time (days)
60 aNH4+_E. crassipes R*=0.95 (c)
50 ®NH4+_P. stratiotes R2=0.96
— [
< 40
=)
£
O 30
20
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0 T T T : =——t—p )
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For E. crassipes:
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= 0.964Cypoz1e " (R* =0.98) (16)
Cno; = 31.66e %"
= 1.05Coo;)e """ (R* = 0.93) (17)
Cypp = 54.72¢701%
= 1.258Connpe ' (R? = 0.95) (18)
Ccop = 193.5e 7006
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Figure 7. Kinetics curves for the removal of PO;~ (a), NO3 (b), NH} (c) and COD (d) under optimal conditions by E. crassipes and

P. stratiotes.
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For P. stratiotes:

’

Cpop- = 7.729e7%

= 0.736Copoz e "% (R* = 0.89)  (20)

Cno, = 34.78e 011
= 1.154Cono;)e " (R* = 0.93) (21)

’

Cuyy = 61.22¢7"
= 1.407Copne ' (R* = 0.96) (22)

Ceop = 151.6e 7008

= 0.451Cycopje >%® (R = 0.67) (23)

The R? parameter calculated for these regressions
ranged from 0.98-0.67.

For E. crassipes, the first-order exponential decay
kinetic model better describes the POz~ removal.
Except for the COD parameter, for which R? is low, the
NO3 and NHj parameters are relatively well described
by this kinetic model, with R? values greater than 0.80
[45]. For the three parameters generating R? values
greater than 0.80, a good correlation between measured
and predicted values exists. The first-order kinetics
model can thus be used to predict the time required
for the treatment of the studied wastewater by
E. crassipes.

For P. stratiotes, the NO3 and NH parameters are well
described by the kinetic model, as R? values are of 0.93
and 0.96, respectively. For NHZ, although its initial con-
centration is weighted by 1.407 (higher value than for
the others), its kinetic constant k of 0.19 d~" favours its
elimination rate. The low correlation for the COD par-
ameter might be due to a high difference between the
measured initial concentration (Cg) and the initial con-
centration predicted according to the adjusted model
(0.451C,).

These results reflect the complexity of the degra-
dation process of the organic compounds in water.
Indeed, the organic compounds must undergo a degra-
dation by the bacteria linked to the roots to promote
better assimilation by macrophytes [46]. At the same
time, as suggested by Wang et al. [47], macrophytes
secrete exudates from the roots. If these exudates are
used by bacteria for biological denitrification, it is clear
that this phenomenon is the cause of the leaching of
organic compounds resulting in the slowing of the
COD elimination kinetics. This fact was already described
by Kozdréj and Van Elsas [48], and by Griffiths et al. [49]
who showed that the amount of exudates secreted by
the roots was greater than the Total Organic Carbon of
a rhizospheric soil.

4. Conclusion

This study on the post-treatment of wastewater by phy-
toremediation using E. crassipes and P. stratiotes showed
the tight link between the residence time, plant density
and initial phosphorus concentration on the PO3-, NO3,
NHZ and COD removal. The ANOVA statistical test carried
out has shown that the experimental model based on
the CFD reveals a good correlation with high signifi-
cance and robustness between the experimental and
predicted responses, allowing predicting phytoremedia-
tion results in optimal conditions. For E. crassipes and
P. stratiotes, the multi-response optimization carried
out by using desirability function showed that these
two macrophytes had the same optimal condition of
phytoremediation defined by residence time, plant
density and initial POz concentration. However, under
these same optimal conditions, the COD removal
efficiency is higher for P. stratiotes than for E. crassipes.
For the nutrients, the phosphorus removal efficiency
by E. crassipes is higher than that of P. stratiotes. The
kinetic models describing the NO3 and NHZ removal
are very close for E. crassipes and P. stratiotes. This
study has also revealed that the treatment time in
post-treatment of wastewater by phytoremediation
using E. crassipes and/or P. stratiotes, could be accurately
described by first-order exponential decay kinetic
models, with R? values greater than 0.8.
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RESUME

Le lac Tanganyika, exutoire des eaux de rejet de la station d’épuration de Buterere, est menacé par
I’eutrophisation a cause de 1’enrichissement en nutriments. Conséquence de la pression démographique, un
redimensionnement en vue d’accroitre la performance épuratrice de ladite station nécessiterait d’importants
investissements. Fort de cela, I’action combinée de Pistia stratiotes et Eichhornia crassipes en traitement tertiaire
a été envisagée. A cet effet, six tanks disposés deux & deux en série ont constitué des bassins de phytoremediation
contre deux témoins. Ces tanks étaient alimentés en continu par I’effluent prélevé a la sortie des bassins facultatifs
de la station. Les Pistia stratiotes et Eichhornia crassipes étaient respectivement cultivées dans ces tanks placés
en amont et aval du pilote expérimental avec une densité initiale de 60 pieds/m?. Ces essais ont été suivis tous
les deux jours a la sortie de chaque tank en évaluant les concentrations des paramétres jusqu’a atteindre une
efficacité de 86,08%; 57,37%, 46,21%; 57,41%, 74,36%; 99,37%; 93,77% et 100% respectivement pour NHs*,
NOs, POs*, DCO, DBO, Chlorophylle A, Chlorophylle B et Chlorophylle C. Au vue de ces résultats, cette
action combinée est une alternative pour renforcer la capacité épuratrice de la station de Buterere.
© 2020 International Formulae Group. All rights reserved.

Mots clés : Eaux usées, nutriments, phytoremédiation, lagunage, tank, mode continu.

Combined actions of Eichhornia crassipes and Pistia stratiotes for tertiary
treatment of the effluent from the facultative basins of the Buterere treatment
plant, Burundi

ABSTRACT

Lake Tanganyika, the outlet for the Buterere sewage treatment plant, is threatened by eutrophication due
to nutrient enrichment. As a consequence of population pressure, a resizing to increase the treatment performance
of the plant would require significant investments. With this in mind, the combined action of Pistia stratiotes
and Eichhornia crassipes in tertiary treatment was considered. For this purpose, six tanks arranged two by two
in series constituted phytoremediation basins against two controls. These tanks were continuously fed by the
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effluent taken at the exit of the optional basins of the station. Pistia stratiotes and Eichhornia crassipes were
respectively cultivated in these tanks placed upstream and downstream of the experimental pilot with an initial
density of 60 feet/m?. These tests were followed every two days at the exit of each tank by evaluating the
concentrations of the parameters until an efficiency of 86.08%; 57.37%, 46.21%; 57.41%, 74.36%; 99.37%;
93.77% and 100% respectively for NH4*, NOs,, POs*, COD, BOD, Chlorophyll A, Chlorophyll B and
Chlorophyll C was reached. In view of these results, this combined action is an alternative to strengthen the

scrubbing capacity of the Buterere plant.

© 2020 International Formulae Group. All rights reserved.

Keywords: Wastewater, nutrients, phytoremediation, lagooning, tank, continuous mode.

INTRODUCTION

Avec le développement galopant de
I’urbanisation et de [I’industrialisation, le
volume des eaux usées domestiques et
industrielles ne cesse d’augmenter. La gestion
quotidienne de ces eaux usées devient de plus
en plus une préoccupation majeure des pays en
développement qui doivent consentir un
budget conséquent pour assainir le cadre de vie
(YYahiaoui et al., 2018). En effet, les eaux usées
sont généralement le nid des bactéries
responsables des maladies hydriques et des
nuisances olfactives lorsqu’elles ne sont pas
traitées correctement. Au nombredes procédés
de traitement, le lagunage naturel constitue une
technologie efficace @ moindre co(t et le mieux
adapté pour les pays en développement a climat
tropical (Kone, 2002). Toutefois, un des défis a
relever pour ce systétme de traitement est
I’élimination des nutriments qui causent
toujours un véritable probleme compte tenu des
rejets qui ne respectent pas des normes (Mama
etal., 2012; Wang and Sample, 2014; Gboko et
al., 2019).

C’est le cas de la station d’épuration
(STEP) de Buterere (Bujumbura / Burundi) de
type lagunage naturel qui est dans I’incapacité
d’éliminer convenablement les nutriments a
cause de 1’absence de traitement tertiaire
(Nsavyimana, 2015; Buhungu et al., 2017). En
outre, cette station qui avait été congue en 1994
pour traiter 40 000 m?¥/j (Nsavyimana, 2015),
doit désormais en traiter plus a cause de la
croissance démographique estimée a 2,4%
(Sindayigaya, 2015). Par conséquent, 1’étude
de la qualitt des eaux de la riviéere
Kinyankonge, exutoire des rejets de la STEP de
Buterere/Burundi et  affluent du lac
Tanganyika, a montré que cette riviére est
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contaminée en nutriments par ces eaux de rejet
(Buhungu et al., 2018).

Par ailleurs, des études ont montré que
la phytoremédiation au moyen des plantes
aquatiques telles que Eichhornia crassipes (E.
crassipes)et Pistia stratiotes (P. stratiotes) est
une technique trés adaptée pour 1’élimination
des polluants dans les eaux usées, y compris les
nutriments (Shah et al., 2015; Victor et al.,
2016; Qin et al., 2016; Lu et al., 2018; Ting et
al,. 2018).Les résultats de ces différentes
études précitées ont montré que ces plantes
aquatiques éliminent les métaux lourds et les
composés organiques ainsi que les différentes
formes des composés azotés et phosphatés. De
ces études réaliseées antérieurement, quelques-
unes seulement se sont intéressées a faire des
investigations comparatives sur l'efficacité
d’élimination des polluants dans les eaux usées
par E. crassipes et P. stratiotes (Ismail et al.,
2014; Qin et al., 2016; Victor et al., 2016;
Zimmels et al., 2019). 1l ressort de ces travaux,
des conclusions divergentes car pendant que
certains rapportent que E. crassipes est efficace
pour ’azote et P. stratiotes pour le phosphore
(Qin et al., 2016; Victor et al., 2016), d’autres
trouvent que c’est le contraire(Gupta et al.,
2012). Ces études ont été réalisées, pour la
plupart, en mode d’alimentation discontinu
dans des dispositifs d’expérimentation. Par
conséquent, ces résultats seraient difficiles a
extrapoler sur des systéemes de traitement
continu opérant dans des conditions réelles.

Au meilleur de nos connaissances, peu
d’études sur la phytoremédiation dans le
systéme lagunage naturel incluant 1’action
combinée de différentes plantes aquatiques et
fonctionnant sous climat tropical d’Afrique
sub-saharienne ont été réalisées. A cet effet,
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une hypothése de recherche selon laquelle
I’action combinée d’E. crassipes et P.
stratiotes permettrait d’éliminer
convenablement les nutriments dans un
systétme lagunage naturel aprés le bassin
facultatif. De fait, le bassin de maturation qui
assurait le traitement tertiaire serait substitué
par les bassins a macrophytes. Cela pourrait
étre possible en prenant en compte des facteurs
clés comme le temps de séjour hydraulique
(TSH)  pour réaliser de  meilleures
performances épuratoires (Mara, 2003).

Cette étude visait donc a évaluer la
synergie de E. crassipes et P. stratiotes pour
éliminer les nutriments, dans le systéme
lagunage naturel fonctionnant sous des
conditions précitées lorsque ces plantes
aquatiques sont utilisées séparément. Ainsi,
cette étude propose: (i) une nouvelle
conception du bassin de maturation consistant
a le subdiviser en deux sous-bassins et dans
lesquels E. crassipes et P. stratiotes sont
introduits dans des conditions bien précises; et
(1) de travailler en mode d’alimentation
continue en effluent pour simuler la réalité de
terrain.

MATERIEL ET METHODES
Dispositif expérimental

Le lagunage naturel par
phytoremédiation a été réalisé sur un pilote
expérimental installé au Campus Mutanga de
I’Université du Burundi (Coordonnées GPS :
S3°22°54", E29°23703" ; altitude : 798,7 m).
La zone d’étude est caractérisée par une
température moyenne annuelle de 24,1 °C avec
une température variant de 23 & 28 °C et une
pluviométrie comprise entre 800 et 1100
mm/an (Nsavyimana, 2015).

E. crassipes et P. stratiotes qui sont des
macrophytes flottants, ont été choisis pour
assurer le traitement tertiaire d’une eau issue
d’un traitement par lagunage naturel. De ce
fait, le bassin a été subdivisé en deux sous
bassins interconnectés et dans lesquels P.
stratiotes et E. crassipes sont simultanément
cultivées. Pour évaluer la reproductibilité des
essais, six tanks expérimentaux (P1 - P2 -
P3//E1- E2 - E3) et deux tanks témoins (T1 //
T2) ont constitué le pilote expérimental y
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compris le grand tank réservoir (capacité 5 m?)
a eau usée sur une superficie de 1200 m?
(Figure 1). Ces tanks ont chacun une capacité
de 1,5 m® (1,68 m X 1,38 m X 0,65 m). Les
tanks T1, P1, P2 et P3 sont connectés chacun
au tank réservoir par un répartiteur pour
recevoir progressivement de ’eau usée en
mode continu. Par contre, les tanks T2, E1, E2
et E3sont connectés respectivement a T1, P1,
P2 et P3. C’est donc a partir des tanks P1, P2 et
P3 des P. stratiotes en passant par les tanks E1,
E2 et E3 des E. crassipes que les eaux phyto-
épurées sont rejetées du systeme aprés un
temps de séjour hydraulique de 16,6 jours (soit
8,3 jours/tank). En effet, un débit de 0,27 m¥/j
d’eaux usées sont évacuées dans chaque tank a
partir du tank réservoir. Pour conserver ce
débit, le tank réservoir est aussi alimenté tous
les 5 jours en eaux usées prélevées a la sortie
du bassin facultatif de la STEP de Buterere (S
3°20716,647" ; E 29°15732,525"; et altitude de
762,5 m). Les eaux usées qui séjournent dans
les deux tanks T1 et T2 sortent sans étre
mélangées a celles des tanks a macrophytes.
Ces tanks T1 et T2 ont été utilisés pour mettre
en évidence uniquement I’action des
microorganismes et des microphytes de
I’effluent brut. La Figure 1 illustre le schéma
du pilote expérimental utilisé pour mener cette
étude.

Macrophytes et conditions expérimentales

En  considérant, les  conditions
optimales obtenues par Mahunon et al. (2018),
la densité des plantes a été fixée a 144 pieds par
espéce sur 2,4 m? du plan d’eau de chaque tank
pour démarrer la phytoremédiation. Ces
macrophytes frais et vigoureux ayant
pratiquement la méme taille ont été collectés
dans le bassin versant de la riviére
Kinyankonge, exutoire des rejets de la STEP de
Buterere/Bujumbura.

Evaluation de I’efficacité de traitement

La qualité de I’eau usée prélevée a la
sortie du bassin facultatif de la STEP a été a
chaque fois évaluée au cours des dix
prélevements par la mesure du pH, de la
Chlorophylle (A, B et C), du phosphore (PO4*
), de I’azote ammoniacal (N-NH4"), de I’azote
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nitrique (N-NOg’), de la demande chimique en
oxygeéne (DCO) et de la demande biochimique
en oxygene (DBO). Ce systéme lagunage
naturel comporte une derniére étape ou bassin
de maturation devant réceptionner les eaux
issues du bassin facultatif pour assurer le
traitement tertiaire. Les mémes paramétres
indicateurs de pollution ont été également
analysés sur des échantillons prélevés tous les
deux jours, a I’entrée et a la sortie des tanks. A
part le pH qui a été déterminé par un pH-métre
de type WTW 340i, tous les autres parametres
ont été obtenus selon les normes francaises
AFNOR (1994). Tous ces résultats ont été
exploités pour déterminer le rendement de la

phytoremédiation par ces deux macrophytes
sur ce pilote expérimental. Les moyennes et les
écarts types ont été également calculés pour
mieux apprécier la variation des données par
rapport aux deux séries a trois tanks chacune.
Ce rendement a été calculé selon 1’expression
suivante :

Y (%) = (1 - g—f) £ 100 )

Ou Y, C; et Cs représentent respectivement le
rendement de la phytoremédiation (%), les
concentrations initiale et finale des paramétres
indicateurs de pollution.

Ezux de rejet du
bazzin facultatif

dea 12 3TEF de
Buterere
g T
_¢ b I:‘_ Tank rézervoir
T2 T1 (3000 Litres)
. =
E
—py—
=2 ]
E3 P3a
EI:L: |
L SEaE
E2 P2
1,
= [u: h +
| E1 Fl
1 3 || —
s jn| %]

E : Effluent a traiter ; P. stratiotes (P1 : essai 1 ; P2 : essai 2, P3 : essai 3); E. crassipes (E1 : essai 1 ; E2 : essai 2, E3 : essai
3), S: Sortie d’effluent traité ; 1 : Evacuation de [’effluent traité ; 2 : Evacuation P1, P2 et P3 a la fin des essais ; 3:

Evacuation E1 ; E2 et E3 & la fin des essais ; T1 et T2 : Tanks témoins, Vanne : =

Figure 1 : Schéma du pilote expérimental de la phytoremédiation en mode continu.
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RESULTATS
Caractéristiques de I’effluent alimentant le
pilote expérimental

Les caractéristiques moyennes de
I’effluent du bassin facultatif sont présentées
dans le Tableau 1. Ces résultats ont été
comparés a la qualité de I’effluent du bassin de
maturation de la station d’épuration de
Buterere (Nsavyimana, 2015) et aux données
relatives a la norme de rejet des eaux usées
selon ’OMS (Carr et al., 2004). En effet,
I’effluent du bassin de maturation correspond a
la derniére étape de traitement de la station
d’épuration (STEP) de Buterere. De toute
évidence, on constate que I’effluent du bassin
facultatif est chargé par rapport aux eaux de
rejet de la dite STEP. Par contre, les
caractéristiques des eaux issues de la STEP ne
sont pas en conformité avec les valeurs limites
préconisées par I’'OMS (Carr et al., 2004). Cela
traduit les limites de cette STEP qui rejette des
eaux susceptibles de polluer les cours d’eau.
Par ailleurs, si 1’élimination de la pollution
organique évaluée par la DCO et la DBO
semble satisfaisante, force est de reconnaitre
que ce procédé est peu efficace vis-a-vis des
nutriments  (phosphore et azote). Par
conséquent, la mise en place d’un traitement
tertiaire par la phytoremédiation utilisant les
actions combinées des P. stratiotes et E.
crassipes, pourrait trouver son intérét dans
cette étude a travers 1’évolution des paramétres
de pollution.

Evolution des parameétres de pollution

La performance du dispositif mis en
place a été suivie par les cinétiques de
réduction de PO,*(Figure 2), de NH4* (Figure
3), de NO;s (Figure 4) et des Chlorophylles
(Figure 5). A cet effet, une réduction
significative de PO,* (Figure 2) est constatée
aprées un temps de séjour de I’effluent
successivement dans les bassins a P. stratiotes
puis a E. crassipes. Par ailleurs, pour le bassin
témoin, une légeére diminution de PO4* est
certainement due a I’action des microphytes ou
des algues. On constate qu’aprés 25° jour, une
remontée de la concentration de PO, qui
pourrait traduire le vieillissement et la mort des
macrophytes. En effet, la décomposition des
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macrophytes dans 1’eau suite a cette mortalité
entraine 1’enrichissement du milieu en
nutriments et en composés organiques. De ce
fait, un renouvelement des plantes doit
s’imposer pour continuer la phytoremédiation
avec de jeunes plantes. Ainsi, en considérant un
séjour maximal de 25 jours, on réalise un
rendement de 46,21% de réduction de PO4*.

En ce qui concerne 1’élimination de
NH,*, celle-ci est passée de 82,8 a 4,32 mg/L
apreés lactivité des macrophytes (Figure 3). En
effet, I’élimination de NH4* a été remarquable
jusqu’au 13€ jour avec un taux de 94,78% a la
sortie du dispositif expérimental. En outre, on
remarque que la cinétique d’élimination de
NH,* est pratiqguement similaire au niveau des
deux macrophytes.

L’un des résultats aussi attendu est la
cinétique d’élimination du nitrate. Ainsi, a
travers la Figure 4, on constate une chute rapide
de la concentration de NOs au bout de 15 jours
malgré I’apport continu de la transformation
biologique de NH4* en NOs'et celui fourni par
I’eau brute.

Quant a la cinétique d’élimination des
chlorophylles, les résultats ont montré que la
charge en Chlorophylle A (Figure 5a)
augmente de 886 a 1304,36 pg/L jusqu’au 15°
jour dans les bassins a P. stratiotes et E.
crassipes, puis celle en Chlorophylle C (Figure
5¢) atteint le maximum a 616,60 pg/L au 6°
jour. Cette tendance est pratiguement la méme
dans les bassins témoins et méme dans le tank
a eau brute.

Efficacité du pilote expérimental

Apres avoir présenté la cinétique
d’élimination de certains paramétres de
pollution, il est important d’évaluer I’efficacité
du dispositif expérimental a travers les taux
d’abattement (Tableau 2). Cela nous permet de
comparer ces résultats a la qualité de I’effluent
a la sortie de la STEP de Buterere et des tanks
témoins. A cet effet, cette performance du
pilote expérimental a été scindée sur deux
périodes au regard des  cinétiques
d’élimination. Il s’agit des 15 premiers jours et
le 31 jour de la phytoremédiation. Pour les
nutriments, des rendements de 91,1%, 57,36%
et 32,61% respectivement pour NH4*, NO3™ et
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PO, aprés 15 jours ont été obtenus. Ces
résultats traduisent une bonne activité des
macrophytes comparativement aux données
obtenues au niveau des tanks témoins. Cette
période correspond a une croissance accélérée
des macrophytes a tel enseigne que la demande
en nutriment est de plus en plus forte.
Cependant, jusqu’au 31° jour, on assiste
a une augmentation de la production des
nitrates déja révélée précédemment. Par contre,

cette tendance observée pour les nutriments est
vraisemblablement  contraire  chez  les
Chlorophylles car au 15¢ jour la production est
remarquable avec des concentrations bien
supérieures a celles de 1’effluent brut. Mais
apres cette période, la croissance harmonieuse
des macrophytes a renversé la tendance au
point d’avoir des rendements pouvant atteindre
100%.

Tableau 1 : Caractéristiques des eaux d’alimentation (Effluent des bassins facultatifs) du pilote

experimental.

Effluent des bassins

Rejets de la STEP

Limites de rejet

Paramétre facultatifs Buterere (OMYS)
pH 8,3 0,12 8,2+0,13 6,5-9,5
Chlorophylle A (ug/L) 8860 +90,0 6125+ 101,0 0-200
Chlorophylle B (ug/L) 640 +£10 424,30 £ 9,55 0-200
Chlorophylle C (ug/L) 1530 +9.8 1280,10+ 8,18 0-200
PO, (mg/L) 28,11 £2,15 25,40 £ 3,13 <2
N-NH4* (mg/L) 82,80 £ 0,25 68,50 + 10,89 <15
N-NOs (mg/L) 47,03+ 1,17 41,20+ 4,71 <30
DCO (mg O2/L) 358,13+ 30,5 123,00 £ 17,92 <150
DBOs (mg O2/L) 260,00 + 20,45 51,00 + 6,98 <50
30
25
-
[=)]
£ 20
g 15-
——FEB
10 - —=— P stratiotes
—e—E. crassipes
S A —— Tank
0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Temps (jours)

Figure 2 : Cinétique de réduction de PO,>dans le dispositif expérimental.
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Figure 3 : Cinétique de réduction de NH,*dans le dispositif expérimental.
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Figure 4 : Cinétique de réduction de NOs dans le dispositif expérimental.
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Figure 5 : Cinétique de réduction des Chlorophylles A(a), B(b) et (C) dans le dispositif expérimental.
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Tableau 2 : Taux d’abattement des paramétres de pollution.

Effluent traité aprés  Effluent traité aprés  Effluent traité aprées STEP de
15 jours 31 jours 31 jours (Témoins)  Buterere
Valeur Y Valeur Y Valeur Y Valeur
Paramétres finale (%) finale (%) finale (%) finale
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Chlorophylle A 1,3044 ++ 0,0563 99,37 1,8056 ++ 6,125
Chlorophylle B 0,9104 ++ 0,0395 93,77 0,0314 ++ 0,4243
Chlorophylle C 0,1736 ++ 0,00 100,0 0,8503 ++ 1,2801
PO 18,94 32,61 15,11 46,21 21,71 29,45 25,40
NH4* 7,37 91,10 11,52 86,08 38,0 54,10 68,50
N-NOs 10,74 57,36 45,76 ++ 23,72 6,27 41,20
DCO 176,73 57,41 756,25 ++ 275,45 23,08 123,00
DBO 63,33 75,64 66,66 74,36 110,00 57,69 51,00

NB : ++ : concentration finale supérieure a la concentration initiale (absence d’abattement)

DISCUSSION

Le résultat d’élimination de PO
autour de 46,21% est en accord avec celui
rapporté par Rezania et al. (2016). Au cours de
ce processus de phytoremédiation,
I’élimination de PO4* au niveau du bassin a E.
crassipes est moins importante que celui de P.
stratiotes. Et pourtant, on s’attendrait a un
abattement bien meilleur dans le deuxieme
bassin (E. crassipes) aprés un temps de séjour
dans le premier bassin (P. stratiotes). Cela
pourrait s’expliquer par la fraction particulaire
du phosphore qui minéralise dans le deuxiéme
bassin sous ’action des bactéries (Jerbi, 2015)
en libérant le phosphore soluble (PO,%*). En
outre, le bassin a E. crassipes recoit aussi le
phosphore résiduel issu du bassin a P.
stratiotes. Cela entraine une charge
supplémentaire de POs* a éliminer dans le
deuxiéme bassin. Comme le phosphore, 1’azote
ammoniacal (NH.") a été fortement éliminé
pour satisfaire le besoin en nutriment des deux
macrophytes. En effet, le processus biologique
impliguant les bactéries, accélére la conversion
de NH4* en NO3™ par la réaction de nitratation
(Equation 2) (Saeed and Sun, 2012). Ces
bactéries pour assurer cette réaction,
bénéficient de ’oxygeéne dissous issu de la
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photosynthése des plantes qui ont pratiqguement
colonisé¢ les plans d’eau. Cette couverture
totale du plan d’eau maintient constant la
température pour éviter toute variation de la
teneur en oxygene dissous. C’est a juste titre,
qu’au niveau des tanks témoins, une légére
élimination de NH4" a été réalisée sous I’action
des bactéries qui recoivent seulement de
I’oxygéne a travers la photosynthése des
microphytes ou 1’équilibre thermique n’est
point assuré. De facon générale, ce dispositif
expérimental a permis d’avoir des résultats trés
intéressants au regard des travaux de Rezania
et al. (2016), qui ont rapporté un taux
d’élimination de NH* autour de 85% de
traitement en continu.
NHf + 20, - NO; + H,0 + 2H™ :
AG = —349,3 kJ/mol N (Equation 2)
En ce qui concerne 1’élimination du
nitrate, aprés la chute de sa teneur
correspondant a 57,36% de réduction au 15°
jour, une remontée de cette teneur a été
constatée au-dela de cette date car cette période
correspond au pic de transformation biologique
de NHs* en NOs (conférer Figure 3). Ces
résultats sont en accord avec les travaux
antérieurs de ce que E. crassipes a une bonne
capacité d’élimination de nitrate (Qin et al.,
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2016; Victor et al., 2016).

Une évolution similaire de la teneur en
chlorophylles dans les bassins témoins et dans
les bassins a macrophytes a été remarquable. A
travers les bassins témoins, on constate que le
développement des macrophytes réduit la
teneur en chlorophylles. Ces macrophytes
sécrétent des composés phénoliques, des
hydroquinones et de résorcinol ayant une
activité inhibitrice a la croissance des
microphytes responsables de la teneur en
Chlorophylle (Ismail et al., 2015). En outre, la
couverture intégrale du plan d’eau par les
macrophytes empéche les rayons solaires
d’activer la photosynthése pour la croissance
des microphytes. Ainsi, & partir du 15 jour, une
chute de la teneur en Chlorophylles A a été
remarquable au point d’atteindre parfois des
valeurs nulles. Quant a la Chlorophylle C, cette
chute est décrite par une allure sinusoidale
avant d’atteindre le minima a zéro. Ces
résultats sont en accord avec les travaux de
Fang et al. (2007). Par contre, dans le bac
témoin, 1’absence d’une quelconque activité
inhibitrice minimise la variation temporelle de
la Chlorophylle A et un peu moindre celle de la
Chlorophylle C. Pour la Figure 5b, on constate
que c’est le contraire qui se produit. En effet,
I’allure des courbes est la méme, mais avec des
concentrations en Chlorophylle B bien
supérieures dans les bassins a macrophytes que
dans 1’eau brute. En d’autres termes, les
substances inhibitrices n’ont pas d’influence
sur les microphytes responsables de la teneur
en Chlorophylles B. On observe une
augmentation brusque de la teneur en
chlorophylle B entre le 5™ et le 10°™ jour
(Figure 5 (b)). Cette augmentation de la
chlorophylle B serait due a la diminution de la
chlorophylle A, principal pigment
photosynthétique, entrainant ainsi 1’inhibition
de la photosynthése consommatrice de la
teneur de ce pigment. En effet, la chlorophylle
B est le pigment accessoire qui collecte
I’énergie et la transmet a la chlorophylle Ace
qui signifie qu’en absence de la chlorophylle
A, la chlorophylle B n’est pas utilisé par les
macrophytes (Féret, 2009).

Enfin, 1’élimination de la pollution
organique évaluée par la DCO et la DBO
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(Tableau 2) vient confirmer I’efficacité de ce
dispositif expérimental a la dépollution des
eaux usées domestiques. En effet, la DBO qui
traduit la pollution organique biodégradable est
restée plus ou moins constante depuis le 15¢
jusqu’au 31° jour avec un taux d’abattement
autour de 74,36%. Quant a la DCO qui traduit
la présence des matic¢res oxydables d’origine
organique et minérale, un taux d’abattement
d’environ 57,41% a été obtenu des les deux
premiéres semaines de traitement. Mais la
minéralisation des matiéres dissoutes au cours
de la phytoremédiation et la forte présence des
nitrates ont été des facteurs favorisant
I’augmentation de la DCO. Par conséquent, il
est possible d’affirmer a travers la DBO que la
pollution organique a connu une forte
élimination par ces macrophytes a travers ce
dispositif expérimental. Par ailleurs, au regard
des résultats relatifs aux nutriments, une
comparaison de la performance est en faveur de
ce dispositif expérimental par rapport a la
STEP de Buterere.

Conclusion

Cette étude a été entreprise pour traiter
I’effluent des bassins facultatifs de la STEP de
Buterere (Burundi) en simulant les conditions
réelles par un pilote expérimental constitué des
séries de tanks & P. stratiotes et E. crassipes en
mode continu. A cet effet, la cinétique de la
phytoremédiation des parametres de pollution
a été suivie a la sortie des tanks a P. stratiotes
puis celle des tanks a E. crassipes. Cette étape
a permis de comprendre que la réduction des
parametres est fonction de la croissance des
macrophytes et de leur temps de séjour dans
ces différents tanks a eau usée. Ainsi, certains
parametres comme les Chlorophylles A, B et C
ont été insensibles a la phytoremédiation car
leurs concentrations n’ont cessé d’augmenter
pour atteindre le pic au 15 jour. Mais apres ce
pic, une chute de la concentration des
Chlorophylles (A, B et C) a été remarquable
jusqu’au 31¢ jour car la couverture intégrale de
la surface d’eau suite a une forte croissance des
macrophytes a empéché le développement des
microphytes. Cette croissance des macrophytes
a été également favorable a 1’élimination de
I’azote ammoniacal, de phosphore et de la
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DBO avec des rendements respectifs de
86,08%, 46,21% et 74,36% au 31° jour. Par
contre, au cours de cette méme période, une
forte présence de nitrate et de la DCO a été
constatée suite a la minéralisation des
composés organiques et la nitrification de
I’azote ammoniacal en nitrate. En effet, cette
augmentation de la teneur en nitrate ne remet
pas en cause la performance du dispositif
expérimental. Cela doit nous amener a travers
des études ultérieures, a mettre en place un
troisieme bassin en aval pour affiner le
traitement tertiaire en utilisant soit P. stratiotes
ou E. crassipes. Enfin, les résultats de cette
étude devraient étre appliqués pour substituer
les bassins de maturation par les bassins a
macrophytes afin d’améliorer I’efficacité des
stations de lagunage de Buterere par exemple.
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Abstract: Eichhornia crassipes and Pistia stratiotes are known for their ability to
remove pollutants from wastewater. However, the latter often represent an external
aggression towards these two plants. The objective of this study is to investigate the
variation in the elemental and secondary metabolite composition that are secreted by
these two plants to deal with external aggressions. The different secondary metabolites
were identified and quantified, according to the standard procedure, in Pistia stratiotes
and Eichhornia crassipes species from two countries (Burundi and Cote d’Ivoire). The
results of the phytochemical screening revealed the presence of flavonoids, tannins and
polyphenols and the absence of sterols, alkaloids and terpenoids. The quantitative
analysis revealed a high concentration of total flavonoids compared to tannins and
polyphenols, regardless of the plant used (Eichhornia crassipes or Pistia stratiotes) or
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the country in which it was harvested. Moreover, the species harvested in Burundi are
richer in these metabolites than those harvested in Céte d'lvoire. Elemental analysis
revealed the presence of macroelements (S, Na, Mg, Cl, P and K), microelements (Fe,
Zn and Br) and trace elements (Mn, Si and Al).

Keywords: Secondary metabolites, Eichhornia crassipes, Pistia stratiotes, Elemental
composition, phytochemical screening, External aggression.

INTRODUCTION

In recent years, floating macrophytes including water hyacinth (Eichhornia crassipes) and water lettuce
(Pistia stratiotes), have been extensively studied as wastewater treatment agents to reduce parameters
such as total dissolved solids (TDS), suspended solids (SS), pesticides, chlorides, ammonia nitrogen
(NHs-N), nitrate nitrogen (NOs-N), ortho-phosphate (ortho-phosphate) and phosphorus (ortho-
phosphate), suspended solids (SS), pesticides, chlorides, ammonia nitrogen (NH4-N), nitrogen as nitrate
(NOs-N), ortho-phosphate (POs-P), total nitrogen Kjeldahl (TNK); Chemical Oxygen Demand (COD),
Biochemical Oxygen Demand (BOD), turbidity, metals, etc.[l. These aquatic plants offer a simple and
inexpensive method of treating wastewater 241,

However, these pollutants often represent an external aggression towards these plants. In addition to
these external aggressions, during the phytoremediation these macrophytes are in competition with the
microphytes, (algae) as for their growth 2%, To do to these aggressions and inhibit the growth of
microphytes; these macrophytes secrete chemical compounds called secondary metabolites 256, These
secondary metabolites are constituted of extremely diverse chemical compounds with various functions,
each with well-defined biological activities ). They are extensively used in human, veterinary and
agricultural therapy®. By phytochemical screening, it can be shown that these secondary metabolites
are divided into several categories of terpenoids compounds, essential oils, alkaloids, lectinic and
polypeptidic, phenolic and polyphenolic, quinonic, flavonic, flavonolic, tannic, and coumarinic ©I,
Indeed, aquatic plants such as Eichhornia crassipes and Pistia stratiotes have various uses. Eichhornia
crassipes has been used as animal feed and in fish farming 9.

We recognize many medicinal applications of Pistia stratiotes. Indeed, it is diuretic and is used against
certain venereal diseases, hemorrhoids, and dysentery. It also helps to heal lung wounds caused by
tuberculosis Y. Moreover, these two plants are used in the production of biogas and bioethanol 23],
compost, in the manufacture of paper “4land as a biosorbent in the removal of toxic metals, organic
matter and nutrients %1, The chemical composition of a plant depends on the species, the season of its
harvest and its environment, a knowledge of their chemical composition is essential if we want to
consider prospects for use (¢, Several studies on the research of secondary metabolites of vegetables
have been conducted for therapeutic purposest®78l. However, the secondary metabolite composition
that are secreted by aquatic macrophytes to deal with external aggressions has been the subject of little
work in the literature ©1. It is in this context that this study, which aims to evaluate the chemical and
mineral composition of Pistia stratiotes and Eichhornia crassipes, collected in Burundi and Cote
d'Ivoire, was conducted.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Macrophysics sampling and Preparation of vegetal material: The vegetal material used was
composed essentially of whole plants of Eichhornia crassipes and Pistia stratiotes collected
respectively in the watershed of the Kinyankonge river, outlet of the discharges of the Buterere
(Burundi) wastewater treatment plant (WWTP) and lakes n° 9 and 10 in Yamoussoukro (Cote d’Ivoire),
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between the N'Zuessy and Habitat neighborhoods. After simultaneous collection in both countries, part
of the samples were dried at laboratory temperature (23-28°C) 51 for about a month until their mass
stabilized in order to avoid any risk of oxidation of the polyphenols. Another part of these macrophytes
was used to treat domestic wastewater of the countries and then dried as before after use cycle. The
samples were then powdered to facilitate the penetration of the solvent during the extraction process
and the manufacture of pellets that were used for elemental analysis by the X-Ray Diffractometer.

2.2. Secondary metabolites identification: Preliminary chemical analyses are necessary to have a
general idea about the different families of secondary metabolites present in plants. The different classes
of secondary metabolites have been highlighted through tests consisting in the appearance of colorations
and/or specificities characteristic of them using appropriate reagents.

Phytochemical screening does not provide information on the structure of a specific molecule. It only
highlights the presence of such or such chemical family which can contain different molecules, but of
related structures in general, presenting one or more common characters %, This study was therefore
the object of a photochemical screening to reveal the secondary metabolites contained in Eichhornia
crassipes and Pistia stratiotes through chemical reactions. The Table 1 presents the different classical
methods that were used to identify the secondary metabolites (20211,

Table 1 : Methods of identification of secondary metabolites

Secondary metabolites Methodology References
Sterols and Terpenes Lieberman and Birchard Wagner, 1983
Polyphenols Iron I11 trichloride testing Wagner, 1983
Flavonoids Reaction to cyanidine Wagner, 1983
Catechic Tannins Reaction to the Stiany Ethel, 1922
Gallic Tannins Reaction to the Stiany Ethel, 1922
Alcaloids Mayer's and Dragendorff's test Harbon, 1998
Leucoanthocyanins Reaction to cyanidine without Wagner, 1983
addition of magnesium chips
Anthocyanins Acid-base reaction according to the Ethel, 1922
coloring

2.3. Dosage of Secondary Metabolites

2. 3.1. Dosage of total polyphenols (TPP): The dosage of PPT in the different extracts is performed
by the colorimetric method of Folin-Ciocalteu 221, It uses mainly the reagent of "Folin-Ciocalteu" which
is a mixture of complexes of phosphotungstic (HsPW12040) and phosphomolybdic (HsPMo012040) acids
of yellow color 221,

Principle: It is based on the oxidation in basic medium of the oxidizable functions of polyphenolics by
the Folin-Ciocalteu reagent with the formation of a nhew molybdenum-tungsten complex (MogOzs-
W3023). These molybdenum-tungsten complexes (metal oxides WgO23/M0sO23) of blue color formed,
present an absorption maximum at 765 nm with the formation of a phenolate ion whose intensity is
proportional to the quantity of phenolic compounds present in the sample. The determination of the TPP
is performed by comparing the difference in optical density (OD) observed with that obtained for a
gallic acid standard of known concentration 221,
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Figure 1 shows the calibration curve previously drawn with gallic acid under the same conditions as
the samples to be analyzed. The results obtained are expressed as milligram equivalent of gallic acid
per gram of dry matter (mg EGa/g Ms).

25 -
3
g5 w=0.0024x + 0.0085
= 2 4 E*=0.9983
=
15 4
1
0.5 4
o

1] 200 400 600 800 1000
Polyphenols (ug/mL )

Figure 1: Calibration curve for the determination of total polyphenols

2.3.2. Dosage of Flavonoids: Total flavonoids were determined by the method of Marinova et al.[?. A
volume of 0.75 mL of 5% (w/v) sodium nitrite (NaNO,) was added to 2.5 mL of extract in a 25 mL
flask. 0.75 mL of 10% (w/v) aluminum chloride (AICIs) was added and incubated for minutes in the
dark. After incubation, 5 mL of sodium hydroxide (LN NaOH) was added, and the volume was made
up to 25 mL with distilled water. The mixture was shaken vigorously before being assayed with UV-
visible Spectrophotometer. The reading was taken at 510 nm. The blank was prepared in the same way
while replacing the extract with the extraction solvent. A calibration curve (Figure2) was performed
with quercetin (0-1.5 g.L?) at different concentrations (0, 0.15, 0.3, 0.9, 1.2, 1.5 g. LY). The tests were
carried out in triplicate and the flavonoid content is expressed as mg quercetin equivalent (QE) / kg
fresh mass?329],

0.7 1

0.6 4 v = 0.0006x - 0.0079
R =(0.9983

Absorbance
[ )
()

[] L] L] L] L] 1
0 200 400 600 800 1000
Quercetin(pL)

Figure 2: Calibration curve for the dosage of total flavonoids
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2.3.3 Dosage of condensed tannins: The determination is done by the vanillin method using vanillin
and concentrated hydrochloric acid.

Principle: The principle of this assay is based on the fixation in acid medium of the aldehydic group of
vanillin on carbon 6 of the ring A of catechin to form a red chromophore complex that absorbs at 500
nm (261,

Procedure: In a S0uL test tube of the extract, 3 mL of Vanillin/MeOH (4%) and 1.5 mL of fuming
hydrochloric acid are introduced. After 15 min, the absorbance of the resulting mixture is measured
with a UV-visible spectrophotometer at 500 nm against a blank. The calibration curve (Figure 3) is
developed with the standard solution of catechin prepared at different concentrations. The results are
expressed in milligram catechin equivalent per gram of dry matter (mg EC/g Ms) ¢,

025 v =0.0003x - 0.0023
R®=0.0981

Ahsorbance

0 200 400 600 800 1000

Catechin(ug/T)
Figure 3: Calibration curve for the dosage of Tannins

3. RESULTS AND DISCUSSION

The chemical composition of a plant depends on the type of species, the season in which it was harvested
and its environment. It is essential to know their chemical composition if one wants to consider
prospects for their use. This section presents the analysis and interpretation of the results obtained
during the elemental analysis, identification and characterization of secondary metabolites involved in
the defense against external aggressions on P. stratiotes and E. crassipes.

3.1 Elemental composition of P. stratiotes and E. crassipes

e Microelements: Figures 4 and 5 present the mineral content (macro and micro elements) of P.
stratiotes and E. crassipes that were collected in Burundi and Céte d'lIvoire before and after using
them in phytoremediation.

Sulfur (S), Potassium (K), Calcium (Ca), Sodium (Na), Phosphorus (P), Magnesium (Mg) and
Chlorine (CI) constitute the macroelements evaluated. The analysis in Figure 4 shows that E.
crassipes is rich in Sulfur while P. stratiotes is rich in Potassium. It should be noted that the
macrophytes collected in Burundi are rich in sulfur (459ug /L) than those collected in Cote
d'lvoire (280ug /L). On the other hand, the macrophytes collected in Ivory Coast are rich in
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potassium (311ug /L) than those collected in Burundi (281pg /L). Our results are in agreement
with those obtained by 28 who found in their work on monocotyledonous plants a macronutrient
content greater than or equal to 1000 mg / kg dry matter. These differences in macronutrient
concentrations between the two countries could be explained by the edaphic characteristics
(temperature, precipitation etc.) of their environment. After phytoremediation, a decrease in
macronutrient concentration is observed since part of the macronutrients is used by the
macrophytes during their growth.

5 500 - W E.crassipes. R BWW.T
=
£ 450 m E.crassipes S.BW.W.T )
; 450 - m E.crassipes. R AW W.T
= 400 - P stratiotes BW.W.T £
W : I g 400 m E.crassipes. 5 AWW.T
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Figure 4: Macroelement composition of E. crassipes and P. stratiotes from Burundi before and after
((a) and (b)) and Cote d’Ivoire before and after ((c) and (d)) wastewater phytoremediation

E. crassipes. R.B.W.W.T: Root Eichhornia crassipes before Wastewater Treatment; E. crassipes.
R.A.W.W.T: Root Eichhornia crassipes After Wastewater Treatment; E. crassipes. S. B W.W.T: Stem
Eichhornia crassipes before wastewater treatment; E. crassipes. S. A W.W.T: Stem Eichhornia
crassipes after wastewater treatment; P. stratiotes. B.W.W.T: Pistia stratiotes before wastewater
treatment; P. stratiotes A.W.W.T: Pistia stratiotes after wastewater treatment.
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Microelements: Iron (Fe), Bromine (Br) and Zinc (Zn) are the microelements evaluated.
Analysis of Figure 5 shows that E. crassipes from Cote d'lvoire is rich in iron (42.7g/kg dry

matter) compared to Burundi (22.4g/kg dry matter).
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Figure 5: Microelement composition of E. crassipes and P. stratiotes from Burundi before and after

((a) and (b)) and Cote d’Ivoire before and after ((c) and (d)) wastewater phytoremediation

Trace elements: Manganese (Mn), silicon (Si) and aluminum (Al) are the trace elements
evaluated. Figure 6 presents the trace element contents of P stratiotes and E. crassipes that were
sampled in Burundi and Céte d'lvoire before and after using them in phytoremediation. An
analysis of Figure 6 shows the absence of magnesium (Mg) and silicon (Si) in the roots of water
hyacinth before wastewater phytoremediation, regardless of the country in which the plant was
harvested. However, these elements were present in the stems of this plant at the beginning of
the phytoremediation trials. After phytoremediation, a significant concentration of these elements
in the roots of this plant was observed. This could be explained by the fact that this plant is often
used for the elimination of metals ?®. For water lettuce where the whole plant was used; the
presence of trace elements is noted at the beginning and at the end of the trials. The same is true
for the stems of water hyacinth. This could be explained by saying that these trace elements
concentrate in the aerial parts of the plant before their use cycle in phytoremediation.
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Figure 6: Trace element composition of E. crassipes and P. stratiotes from Burundi before and after
((a) and (b)) and Cote d’Ivoire before and after ((c) and (d)) wastewater phytoremediation

3.2 Secondary metabolites

3.2.1 Identification of secondary metabolites: Table 2 presents the results of the identification of
secondary metabolites of Eichhornia crassipes and Pistia stratiotes from Burundi and Céte d'lvoire by
phytochemical screening.

301 IJGHC, September 2021 -November Sec. A; Vol.10, No.4, 301-312.
DOI: 10.24214/1JGHC/GC/10/4/30112.



Effect of wastewater ... Pierre Ntakiyiruta et al.

Table 2: Identification of secondary metabolites present in macrophytes.

Céote d'lvoire Burundi
Eichhornia Pistia Eichhornia Pistia
crassipes  stratiotes  crassipes stratiotes

Sterols and terpenes - - - -

Polyphenols + + + +
Anthocyanins + + + +
Flavonoids Free flavonoids + + + +
Leucoanthocyanins + + + +
Catechic + * * +
Tannins Gallic + + + +
Alcaloids - - - -

- absent ; +: present ; * : present as traces

The phytochemical screening of Eichhornia crassipes and Pistia stratiotes collected in Burundi and
Cote d'lvoire indicates the presence of chemical compounds such as polyphenols, flavonoids (flavonoid
fibers, leucoanthocyanins) and catechic and gall tannins. We notice the absence in both countries of
sterols, terpenes and alkaloids. These results corroborate with those found by 1,

3.2.2. Quantification of secondary metabolites: The results obtained during the quantitative analysis
(Figure 7) come to confirm the observations made during the phytochemical screening process
(Table 2). For the three families of secondary metabolites studied, we note that the macrophytes
collected in Burundi are richer than those collected in Cote d'lvoire. This could be explained by the
environmental conditions (temperature, precipitation) as well as the state of the aquatic environment in
which the macrophytes were collected. It should be noted that for both plants, phytoremediation
contributes to a general decrease in secondary metabolite content. This could be explained by the fact
that the latter were used to control aggressors and / or to eliminate microphytes (algae) that compete
with macrophytes during phytoremediation®l. Quantitative analysis (Figure 7) revealed a high
concentration of total flavonoids compared to tannins and polyphenols, regardless of the plant used
(Eichhornia crassipes or Pistia stratiotes) or the country in which it was harvested. These results are in
agreement with those reported by Muhanon et al. ©1,
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Figure 7: Comparison of the composition of macrophytes in secondary metabolites in Cote d'lvoire

CONCLUSION

and Burundi

The elemental analysis allowed the identification of macroelements, microelements and trace elements
contained in macrophytes before and after their use in wastewater treatment. The elemental composition
of macrophytes varies from country to country. The phytochemical screening revealed the secondary
metabolites contained in E. crassipes and P. stratiotes. The absence of sterols, terpenoids and alkaloids
in the plants harvested in Céte d'lvoire and Burundi was noted. The absence of metabolites suggests
that they are not used by the plants to fight against the aggressors during the phytoremediation of the
studied pollutants. The metabolites found in these plants are in large quantities in the form of flavonoids
and tannins. Total polyphenols are present but in small quantities. This could lead us to think that these
phenolic compounds are used by plants to fight against aggressors and/or inhibit the growth of
microphytes.
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