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Introduction

La pollution atmosphérique est devenue en quelques décennies un des problemes
majeurs de notre société. Par la nature et I'étendue de son impact, le rejet d'un grand nombre
de polluants dans I'atmosphere représente une grave menace pour la santé humaine mais aussi
elle touche tout 1’écosystéme (I’air, le sol, les végétaux et 1’eau) (Gérinetal., 2003). Les
changements de la composition atmosphérique observés aujourd'hui et induits par l'activité
humaine sont rapides puisqu'ils ont été initiés par I'avenement de 1’¢re industrielle (Giec,
2001).

En Algérie et selon le ministére de I’Environnement (2010), le secteur des transports
occupe le premier rang en termes d’émissions des polluants atmosphériques avec 51 %, suivi
de P’industrie avec 47,25 % (Abdeldjouad, 2014). La plupart des polluants sont liés

directement ou indirectement au trafic automobile (Aouragh, 2015).

On retrouve les polluants dans 1I’atmosphére sous différentes formes particulaire ou
gazeuse, organiques (Polluants organiques persistants (POP), La polychlorobiphényles(PCB)
et Hydrocarbures  Aromatiques Polycycliqgues (HAP) ou inorganiques (les

métaux)(Fernandez et al., 2005).

Parmi les composés toxiques majoritairement issus de l'activité humaine, les
Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP) ont trouvé une place privilégiée dans la
problématique de la pollution de I’air. Ils font partie des Polluants Organiques Persistants
(POP). Les HAP occupent une place centrale par leurs propriétés cancérigénes et mutagenes
(Abdel-Shafy et al., 2015).

Les HAP peuvent étre formés naturellement par des réactions a basse température et a
haute pression de la matiére organique et constituent dans ce cas des hydrocarbures de pétrole
(Joner et al., 2004).Les HAP d’origine atmosphérique se retrouvent partout dans le sol et les
vegétaux et peuventcontaminer les animaux et les hommes par transfert dans la chaine

alimentaire (Srogi, 2007).

Les mesures des émissions atmosphériques des HAP nécessitent un échantillonnage a
long terme sur un grand nombre de sites d'‘échantillonnage. De telles mesures utilisant des
équipements techniques ont été peu nombreuses, principalement en raison des codts élevés et

du manque de techniques suffisamment sensibles (Puckett, 1988).

Au fil des années, la biosurveillance s’imposé comme un complément intéressant des
techniques traditionnelles de mesure de la qualité de 1’air (Benard et al., 2004).Depuis les

premiéres études biologiques sur la qualité de 1’air (Swieboda et Kalemba, 1978), plusieurs
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végétaux sensibles ont été développés pour la surveillance de divers polluants : dioxyde de
souffre (SO,) par les lichens (Hawksworth et Rose, 1970), Ozone (O3) par le tabac (Garrec
et Livertoux, 1997), hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) par le chou
(Kipopoulou et al., 1999).

L’utilisation des bioindicateurs, bio accumulateurs et certains végétaux supérieurs,
peut fournir des indications tres intéressantes quant a la qualité et les caractéristiques du
milieu naturel. Ils permettent également de mettre en évidence, aussi précocement que

possible, les modifications naturelles ou provoquées (Blandin., 1986).

Dans ce contexte et dans le cadre de ce mémoire de master, nous avons choisi le chou
frisé (Brassica oleracea) qui est parmi les végétaux supeérieurs bioindicateurs de la qualité de
I’air, pour I’utiliser pour la premiére fois dans la ville de Béjaia, comme bioaccumulateur des

HAP atmosphériques.

En plus de ’objectif principal qui est de mesurer les concentrations des HAP accumulés par
Brassica oleracea dans la ville de Béjaia, les autres objectifs de cette étude sont de contribuer

a une meilleure connaissance :

v de I’état des lieux par la quantification des poussiéres déposées sur les feuilles de
I’espece choisie (Brassica oleracea).
v l'estimation de la teneur en paramétres physiologiques et morphologiques pour les

entreprendre comme indicateurs de pollution atmosphérique.
Ces objectifs sont développés dans ce mémoire qui s’articule en trois chapitres :

% Le premier chapitre a été consacré a une "synthese bibliographique" qui vise a
donner un apergu sur la pollution atmosphérique par les hydrocarbures et leurs effets,
suivie d’une étude sur la généralité sur la biosurveillance végétale.

% Le deuxieme chapitre "Matériel et Méthodes", nous présenterons dans un premier
temps la zone d’étude tout en précisant le choix des sites d’échantillonnage et dans un
autre temps le protocole expérimental globale avec toutes les techniques analytiques
utilisées dans cette étude.

% Le troisieme chapitre "Résultats et discussion" s’attache aux résultats avec leurs

traitements statistiques obtenus et leurs interprétations.
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I. Pollution atmosphérique

I.1. Définition de la pollution atmosphérique

Définition selon la communauté économique européenne en 1967 : la pollution de l'air existe
quand « la présence d’une substance étrangére, ou une variation importante dans la proportion
de ses constituants, est susceptible de provoquer un effet nuisible ou de créer une géne
(Quénel et al,. 2003).

L’autre définition selon la loi francaise sur l'air et l'utilisation rationnelle de I'énergie de 30
décembre 1996 :" C'est l'introduction par I'nomme, directement ou indirectement dans
I'atmosphére et les clos, de substance ayant des conséquences préjudiciables de nature a
mettre en danger la santé humaine, a nuire aux ressources biologiques et aux écosystemes, a
influer sur les changements climatiques, a détériorer les biens matériels, et a provoquer des

nuisances olfactives excessives" (Elichegaray, 2008).

Selon le journal officiel de la loi n° 03-10 relative a la protection de I'environnement
dans le cadre du développement durable en Algeérie, la pollution atmosphérique est
définiecomme "une introduction de toute substance dans l'air ou I'atmosphere provoquée par
I'émanation de gaz, de vapeurs, de fumées ou de particules liquides ou solides susceptibles de

porter préjudice ou de créer des risques au cadre de vie" (Journal officiel Algérien , 2003).

1.2. Différentes échelles de la pollution
Du fait de leur dispersion par les vents et des processus physicochimiques auxquels les

polluants sont soumis, la pollution atmosphérique n’a pas de frontieres (Philippe, 2004).
Ainsi trois types d’échelle sont couramment distingués: Echelle local, échelle régionale et
échelle globale.

Il n’existe pas vraiment de délimitation nette entre ces échelles car il existe un lien
d’engendrement entre elles (fig.01). Par conséquent, cette classification reste relative mais
utile pour la connaissance des priorités, pour le choix des méthodes, pour la modélisation et

I’appréciation des résultats (Anthony, 2003).

1.2.1. Echelle locale

L’échelle locale ou pollution de proximité; concerne les zones qui se situent a
proximité des sources (industriels, automobile, chauffage...) et est engendrée par les activités
humaines (Philippe, 2004).L’impact des divers polluants est direct sur la santé des hommes et

des animaux, sur la végétation et sur les matériaux. (Pison, 2005). La procédure courante
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d'observation a cette échelle repose sur des échantillonnages au niveau du sol par les réseaux

de surveillance de la qualité de lI'air (Anthony, 2003).

1.2.2. Echelle régionale

La pollution a I’échelle régionale est la pollution a moyenne ou a longue distance. Elle
concerne les zones ou des phénomenes secondaires apparaissent, tels que les pluies acides
ayant un impact non négligeable sur les foréts, les ecosystemes aquatiques ou la production

d'ozone dans les basses couches atmosphériques, pollution photochimique (Duché, 2014).

1.2.3. Echelle globale

A cette échelle, les études s’intéressent a de trés vastes régions ou les effets des
polluants les plus stables chimiquement agissent sur I'ensemble de la planete : diminution de
la couche d'ozone a haute altitude ou encore augmentation de Il'effet de serre qui pourrait
provoquer des changements climatiques importants (Anthony, 2003).

A cette échelle, le lieu d’émission importe peu : tous les composés émis vont
s’accumuler dans 1’atmosphére et y persister pendant plusieurs dizaines voire centaines

d’années en participant aux impacts planétaires (Lacour, 2009).

Echelle globale :

- Destruction de la couche d’ozone
- Réchauffement climatique

1

Retombés

Echelle régionale A
g Depots secs ou

- Pollutions urbaines ; )
- Pollutions agricoles ; humides
- Pollutions industrielles. l

Dans différents

Echelle locale (pollution de proximité) compartiment dans

- Activité humaine I’environnement

Figure 01. Différentes échelles de pollution atmosphérique

I.3. Facteurs intervenant dans la dispersion des polluants
La dispersion des polluants dans I'atmosphere peut étre influencée par des facteurs

météorologiques ainsi que des facteurs topographiques (Guelle et Emmanuel, 1998).



Chapitre | Synthése bibliographique

1.3.1. Facteurs météorologiques
Les mouvements atmosphériques contribuent a la dispersion des polluants. La
méteorologie est donc un parametre qui influence fortement la qualité de I'air par plusieurs

facteurs (vent ; température ; humidité ; précipitations) (Diaf et al., 2003).
1.3.1.1. Vent

Le vent est un facteur de transport des polluants. 1l est responsable de leur dispersion
horizontale. Sa vitesse augmente généralement avec l'altitude, plus le vent est fort, plus le
niveau de pollution dans la ville est faible, le balayage des émissions est important. En

revanche, le vent léger favorise 1’accumulation locale des polluants (Maizi, 2006).

1.3.1.2. Température

Le gradient vertical de température est utilisé pour définir la stabilité de 1’atmospheére.
Si la température décroit trop rapidement, 1’atmosphére est instable, ce qui favorise la
dispersion des polluants (Malbreil, 1997).
1.3.1.3. Précipitations

Ce facteur météorologique est bénéfique pour 1’abaissement des niveaux de pollution.
Elles contribuent a abaisser le niveau de pollution grace aux gouttes d'eau qui captent les
impuretés atmosphériques (Popescu, 1998). Les pluies plaguent les particules au sol et

peuvent dissoudre certains polluants. Elles contribuent au lavage ou lessivage de I’air (Viala,

1998).
1.3.1.4. Humidité

La présence de vapeurs d’eau dans 1’atmosphére est considérée comme un facteur
favorable qui joue un role clé dans la formation de certains polluants comme I'acide sulfurique

et leur élimination (dép6ts humides) (Malbreil, 1997).

1.3.2. Facteurs topographiques

Il s'agit d’obstacles (relief, les constructions) qui modifient le régime des vents. La
direction des vents sera déviée autour des obstacles. Le vent pourra suivre des trajectoires
preférentielles (Vallée...). La vitesse aussi est modifiée (plus élevée au sommet des

ondulations du terrain et plus faible au fond de celles-ci) (Guelle et Emmanuel, 1998).
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I.4. Source de la pollution atmosphérique
Les sources principales de pollution de I’air sont réparties en sources naturelles et en
sources anthropiques (dues aux activités humaines). Les origines et les effets des polluants

sont indiqués dans le (tab.01).

1.4.1. Sources naturelles

Selon (Xavier, 2018), les sources naturelles proviennent de 1’abrasion des sols
(érosion), des embruns marins, des éruptions volcaniques, des feux de forét et de processus
biologiques. L'activité volcanique libére de grandes quantités de cendres, de soufre et

d'oxydes de carbone dans l'air (D’ Amato et al., 2016).

1.4.2. Sources anthropiques

Les polluants trouvés dans 1’atmosphére dérivent de sources anthropiques multiples
qu’on a regroupé en deux principales sources : sources fixes et sources mobiles (Manisalidis
et al., 2020).

1.4.2.1. Trafic routier

Le trafic routier et constamment considéré comme une source majeure et souvent la
source principale de pollution atmosphérique dans les villes, soit sous la forme de poussiére
routiére ou de polluants émis par les moteurs a combustion (Environnemental Protection
Agency 2011) (Tétreault, 2016).

Parmi les polluants engendrés directement par 1’automobile ou ceux qui y sont dérives
apres réaction chimique dans 1’atmosphere on trouve : CO, CO, NOx O3, Oz, NH3, N,O, PM,
COV et métaux (plomb, cadmium, zinc...) (Shorhani, 2014).

1.4.2.2. Source fixe

Les polluants des sources fixes proviennent des chaudieres industrielles, du chauffage
domestiques, des batiments et de centrales thermiques. Ces sources donnent naissance a des

polluants trés variés, tant en nature qu’en proportion (Manisalidis et al., 2020).

En plus de ces sources, il existe également des sources agricoles responsables de la
libération de nombreux polluants dans l'air, notamment en raison de l'application d'engrais

chimiques et de pesticides (Shorhani, 2014).
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I.5. Principaux polluants
Selon leur processus de formation, les polluants atmosphériques sont divisés en deux

catégories : les polluants primaires ; les polluants secondaires (Plocoste, 2013).

1.5.1. Polluants primaires
Les polluants primaires sont des polluants directement issus des sources de pollution.

Pourtant certains d’entre eux comme le dioxyde d’azote (NO;) peuvent procéder par réactions
chimiques. Parmi ces différents polluants: les oxydes d’azote (NOx) ; le dioxyde de soufre
(SOy) ; le monoxyde de carbone (CO) et les composés organiques volatils (COV); les

particules en suspension. Les origines et les effets de ces polluants indiqués dans le (tab.01).

1.5.2. Polluants secondaires
Ce sont des polluants qui se forment par réaction chimique entre polluants primaires
dans 1’atmosphére. Le polluant le plus célébre et le plus toxique est 1’0zone troposphérique

Os. Les origines et les effets de chaque polluant sont indiqués dans le (tab.01).
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Tableau 1. Principaux polluants atmosphériques :

origines et effets

Polluant Origine Pollutions générées Effets sur la santé Effet sur I'environnement
Combustion incompléte des | contribue se fixe a la place de | Participe au mécanisme de
Monoxyde combustibles et carburants, | essentiellement a la | I'oxygene sur I'hémoglobine | formation de I’0zone
decarbone (CO) | transport formation de l'ozone du sang. Intoxication a | troposphérique
fortes teneurs
Oxydesd’azote | Industrie, interviennent dans la précurseur d'ozone
(NOx) proviennent des véhicules | formation d'ozone. lls | pénétrent dans des voies | troposphérique, pluies acides,
et contribuent au | respiratoires. dérive de [leffet de serre,
toute forme de combustion | phénomene des pluies destruction de la couche d'ozone
acides
combustion de combustibles | contribue des pluies | Irritations des muqueuses de | dégradation ~ des  matériaux.
dioxyde de | fossiles contenant du soufre, | acides et a lajla peau et de voie | Contribue des pluies acides peut
soufre (SO2) du fioul et du charbon dégradation des pierres | respiratoire (toux et géne | avoir des effets néfastes sur la
et des matériaux respiratoire) végétation des sols.
Composés d'hydrocarbures irritation et a une diminution | formation de la  pollution
organiques (automobiles...), des de la capacité respiratoire, | photochimique, notamment de
volatils (COV) | composés organiques | formation d'ozone dans | mutagénes et cancérigenes | I'ozone tropospheérique
(combustion incomplete..), | la basse atmosphére (benzene et toluéne)

des solvants (peinture...)

Particules en

Combustion, chauffage,

transporter des

irriter les voies respiratoires.

Contribuent aux salissures sur les

Suspension incinération, véhicules.... composés toxiques dans | mutagenes et cancérogenes: | batiments.
les voies respiratoires | c'est le cas de HAP provoquer une réduction de la
(sulfates, métaux, croissance et des nécroses chez
hydrocarbures,...). les végétaux.

Ozone (Os) polluant secondaire. irritations oculaires, perturber la photosynthése.

formé indirectement
I'action de soleil (UV)

par

céphalées, problemes
ORL

dégradation des matériaux.
contribue I'effet de serre.
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1.6. Types des polluants atmosphériques

1.6.1.Polluants organiques
Les composés organiques sont principalement caractérisés par des molécules contenant du
carbone, de I'hydrogene et d'autres éléments appelés hétéroatomes (oxygene, azote, soufre,

phosphore, chlore, etc.) (Jullien, 2014).

La présence d'hétéroatomes au sein de groupes aux propriétés physico-chimiques
spécifiques confere aux substances organiques des fonctions spécifiques et permet de les
regrouper en familles (Hydrocarbures aliphatiques (alcanes, alcenes),les hydrocarbures
aromatiques monocycliques (benzéne, toluene, xyléne)les hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP), Hydrocarbures halogénés (solvants chlorés, chlorobenzéne, PCB, etc.)

et les hydrocarbures oxygénés (acides, esters, aldéhydes, alcools) ... (Jullien, 2014).

1.6.2. Polluants inorganiques
Les minéraux formés de tous les éléments chimiques (environ une centaine), bien qu'ils soient
divers, ne forment qu'un nombre beaucoup plus limité de composés, et leur poids moléculaire

est encore limité. Ces composés peuvent étre divisés en deux groupes selon leur polarité :

- Anions polaires négatifs, principalement : chlorure, phosphate, cyanure...
- Les cations polarisés positivement, aujourd’hui souvent assimilés aux familles de

métaux lourds comme le plomb, le mercure, le cadmium (Jullien, 2014).

I1. Pollution atmospherique par les HAP

I1.1. Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP)

Les HAP sont des composés chimiques constitués d’un ensemble de carbone et
d’hydrogéne, qui comprend plusieurs cycles benzéniques (noyaux aromatiques). Ce sont émis
par les processus de combustion incomplete de la matiére organique. Ces composés sont
étudiés en raison de leurs propriétés, leur toxicité et leur persistance dans 1’environnement. 1S

sont déetectés dans tous les compartiments environnementaux (Golly, 2014).

11.2.Propriétés physico-chimiques des HAP
Les propriétés physico-chimiques de ces molécules organiques, dictent leur

comportement et leur distribution dans I’environnement (Cresbo, 2009).Les HAP sont des
composés non polaire, hydrophobes, stables, persistants et ayant une faible volatilité. Ces

tendances s’accentuent lorsque la masse molaire augmente (Cincinelli et al., 2003).
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Les propriétés physico-chimiques des HAP varient selon leur poids moléculaire et
selon I’arrangement stérique des cycles aromatiques. Ils sont classés schématiquement en
HAP légers (< 4 cycles), en HAP intermédiaires (4 cycles) et en HAP lourds (> 4 cycles). En
général, leur solubilité et leur volatilité diminuent, tandis que leur hydrophobicité augmente
avec leur poids moléculaire. Les HAP plus lourds sont peu ou trés peu volatils : ces composés

sont donc plus sorbes sur les particules atmosphériques (Dabestani, 1999).

Parmi ces HAP, 16 sont couramment analysés dans les différentes composantes de
I’environnement, selon les recommandations de I’Agence Américaine de 1I’Environnement

(US EPA) (Fig.2).

Il. 3. Sources des HAP
Les sources des HAP sont caractérisées par des processus de combustion incompléte
des matieres organiques. Elles sont soit des sources anthropiques (industrielles, domestiques,

mobiles), soit des sources naturelles.

I1. 3.1. Sources industrielles

Les principales activités industrielles émettant des HAP sont: la production
d’aluminium (électrolyse a haute température de I’alumine, extraite de la bauxite) ; les
activités liées a I’utilisation du charbon et du pétrole, au traitement du bois, a I’incinération
des déchets, les cimenteries, métallurgies et aciéries et toute forme d’industries lies a la

production de I’énergie (Guillon A., 2011).
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Figure 2. Présentation des 16 HAP classés prioritaires par ’'USEPA

11.3.2. Sources mobiles

Ce sont les émissions liées au transport : voitures, avions, trains, bateaux, etc. Les
automobiles sont les sources les plus importantes de HAP dans les zones urbaines
(Garziandia et al., 2000).

11.3.3. Sources naturelles
Les émissions des HAP sont rejetées dans I’atmosphére par des sources naturelles dus
a des événements accidentels tels que des incendies de foréts et des explosions volcaniques

mais aussi des processus biologiques (pollens, virus...) (Garziandia et al., 2000).

I1.4. Dispersion des HAP dans I’environnement
Les HAP de faible poids moléculaire, plus volatils, prédominent la phase gazeuse. Le
transport de particules sur lesquelles les HAP lourds sont préférentiellement adsorbés,

constitue la voie principale de leur dispersion dans I’environnement.

Les HAP les plus volatils arrivent au contact de la plante principalement au niveau de
sa cuticule tandis que les autres se concentrent dans les sols et les sédiments des cours d’eau
(Simonich., 1995). Leur présence dans la phase particulaire atmosphérique peut résulter de

deux processus :

10
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- La condensation, qui a lieu lorsque la pression de vapeur saturante est dépassée a des

concentrations tres élevées, donc généralement lors du refroidissement consécutif a 1’émission

(Van vaeck et al.,1984 ; Marr et al., 2006).

- La sorption (adsorption + absorption), ¢’est-a-dire 1’association de molécules gazeuses avec
tout corps a I’état condensé (solide ou liquide), qui a lieu a des niveaux de concentrations
largement en dela des pressions de vapeur saturante (Pankow, 1994 ; Goss et Eisenreich,
1997).

I1.5. Toxicité des HAP
11.5.1. Impacts des HAP sur la santé

Les impacts des HAP sur la santé humaine dépendent de leur degré d'absorption, de la
facon dont ils sont exposés et de la durée d'exposition. Les humains peuvent étre exposés par
inhalation, ingestion ou contact direct avec la peau (Surchump, 2017).

Plusieurs études ont établi un lien entre les concentrations des HAP et divers cancers
chez 'homme, tels que les cancers du scrotum, de I'cesophage, de I'estomac, de la vessie et des
poumons (Bostti, 2007 ; Chen, 2008 ; Gaertner, 2002 ; Mastrangelo, 1996). Cependant, il
est difficile d'attribuer la survenue de ces cancers aux seuls HAP car les individus atteints sont
souvent exposes a un mélange de polluants. De plus, certains HAP sont aussi suspectés de

modifier l'activité du systeme endocrinien (Marie et al., 2013).

11.5.2. Impacts sur PEnvironnement

Les HAP se présentent souvent sous la forme de mélanges dont la composition dépend
de la matiére brute et des conditions de combustion(Dupuy, 2014).Les HAP Sont des
molécules pouvoir non biodégradables, ce qui leur confere des capacités de persistance dans

I’environnement (Guillon., 2011 ; Xavier, 2018).

11.5.3. Impact sur les végétaux

Les végétaux répondent a la pollution par les hydrocarbures a différentes échelles :
tissulaire, subcellulaire ou moléculaire jusqu’a I’organisme entier ainsi qu’a 1’échelle
collective populationnelle et communautaire (Khelil, 2016). Par ailleurs, Les HAP peuvent
s’accumuler sur la surface des feuilles et dans la cire cuticulaire ou diffuser a I’intérieur de la

plante (Dan-badjo, 2007).

Les modifications morphologiques végétatives et florales, les nécroses, les effets sur

les stomates et leur ouverture, 1’action sur la photosynthése, la respiration et le transfert des

11
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assimilates, les perturbations métaboliques, la mise en place de systemes de défense physique
et biochimique, le stress oxydatif, les actions et la perturbation de la reproduction sont parmi

les impacts, des HAP sur les végétaux, identifiés et cités par Fabure (Fabure., 2009).

11.6. Relations entre les HAP et les particules en suspension (PM)
Les aérosols regroupent les particules solides et liquides en suspension dans une phase

gazeuse. lls présentent une grande diversité tant de par leurs origines, leurs sources
d’émission, que de par leurs propriétés physico-chimiques. Ils sont souvent vecteurs des
composés toxiques pour I’homme et son environnement tels que les HAP (Merabet, 2021).

Les HAP peuvent étre adsorbés a la surface des particules atmosphériques
(Guillon., 2011).

Selon Mathé les diamétres des particules d’aérosols varient entre quelques nanomeétres
a des dizaines de micrométres. A partir de leurs diamétres aérodynamiques, les aérosols se
classent comme suit (Mathé etal.,1998) : Particule PMy, (ayant un diamétre aérodynamique
inférieur a 10 um), particule PM;5 (dont le diamétre aérodynamique est inférieur a 2,5 um,
particule PM; (dont diamétre aérodynamique inférieur a 1 pm).

C’est a la classe de PMjqu’appartiennent les particules Diesel riche en HAP. Ces
particules sont issues de la conversion a partir de la phase gazeuse, d’effluents de combustion,
de vapeurs organiques ou métalliques décondensées (processus de nucléation, condensation et

coagulation),atteignent en plus grand nombre les alvéoles pulmonaires (Mathé etal.,1998).

11.7. Extraction des HAP
L'extraction est la premiere étape pour une identification précise et une analyse

ultérieure des HAP atmosphériques dans I'environnement (Mukhopadhyay, 2020).Le but de
I’extraction est de séparer les HAP de leur support de prélévement et de les transférer dans le
solvant utilisé pour les analyser (Mathieu, 2006).

Les méthodes d'extraction conventionnelles telles que I'extraction Soxhlet et les
ultrasons sont les méthodes courantes de choix; considérant que des méthodes d'extraction
alternatives telles que I‘extraction a laide de fluides supercritiques et sous-critiques
(extraction a I'eau chaude sous pression) et l'extraction par solvant assistée par membrane
(MASE) sont également utilisées, qui impliquent différents solvants organiques pour un
meilleur rendement d'extraction (Eskilsson et Bjorklund, 2000 ; Barreca et al., 2014).

La technique d'extraction en phase solide (SPE) est principalement utilisée pour le
nettoyage des extraits (Tab.2).Des techniques d'extraction modifiées avec une consommation

faible ou nulle de solvant ont également été developpées pour obtenir une efficacité

12
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d'extraction améliorée, notamment la microextraction a une seule goutte, la microextraction
en phase solide a fibre froide (Szulejko et al., 2014).Ladésorption thermique est plus
spécifique a 1’analyse (GC-MS)(Brussol, 1999 ; Liang et Pankow, 1996 ; Rounds et
Pankow, 1993 ; Storeyetal., 1995).

Il existe de nombreuses méthodes d’extraction qui sont indiquées dans le (Tab.2).
Dans le présent travail, nous nous intéresserons qu’a une seule de ces méthodes et qui est :

I’extraction au Soxhlet.

11.7.1. Extraction au Soxhlet(ES)

L’extraction au Soxhlet, considérée comme la méthode de référence, permet de
réaliser des extractions continues solide-liquide a 1’aide de cycles de vaporisation-
condensation du solvant.

Généralement des solvants non ou faiblement polaires tels que le cyclohexane ou un
mélange de solvants de polarités différentes (hexane-acétone) sont utilisés. Cette technique est
couramment pratiquée pour 1’extraction des HAP particulaires piéges sur filtres (Pineiro-
Iglesias et al., 2004; Dallarosa et al., 2005; Galarneau et al., 2006; Lin et al., 2006; Yang
et al., 2006)et des HAP gazeux piégés sur des cartouches de cellulose (pour soxhlet) (Dachs
et al., 2000; Peters et al., 2000; Fernandez et al., 2002).

Cette méthode présente 1’avantage d’étre simple d’utilisation et efficace. Toutefois,
une extraction nécessite géenéralement une grande quantité de solvant (100 a 250 ml) et
I’extraction des HAP dure entre 4 et 24 heures (Mukhopadhyay, 2020).

13
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Tableau 2. Comparaison des techniques d'extraction (Giergielewicz-Mozajska et al., 2001 ; Mukhopadhyay, 2020)

Technique

d’extraction Tlemps . T allle_de Solvant Avantages Inconvénients
d'extraction | I'échantillon
Agitation Hexane, hexane:acétone, toluéne, t- Simple ; économique ; Faible sélectivité ; temps de contact long ;
mécanique 6-12h 10¢ butanol, 2-propanol. facile a manier larges variations.
Hexane, toluene, hexane:acetone Temps d'extraction long ; grand volume
Soxhlet 4-24h 1-30g (1:.1)’ Aucune filtration requise de solvant ;,etapeg de nettoyage
diethylether, cyclohexane, acetone nécessaires.
Grand volume de solvant ; 4 vol de sol _ .
. . extractions répétées ; étapes de . . ,G’ra}n vg ume de solvant ; ext,ractlons
Sonication 10 - 60 min 1-30g L Extractions multiples répétées ; étapes de nettoyage nécessaires.
nettoyage nécessaires
Flu'desl.sél,:gf ;ﬁ“gﬂ#ﬁ? (3;()' coz2a Faible volume de solvant ; | Haute pression et température ; corrosion
SFE 30 min-2 h 1-5¢ P g sélectif ; pas de nettoyage de la cuve d'extraction
Hexane, méthanol, acétate d'éthyle, | Taux d'extraction élevés ; | Plusieurs étapes requises lors de
. alcool isopropylique, chlorure de faible volume de solvant ; | I'extraction pour le développement de la
SPE 30 min 59 b 1 . .
méthyléne. moins de temps méthode.
Simple, rapide;
Cyclohexane, méthanol, acétate pas de nettoyage ; Extraction non exhaustive ; étouffement
MASE 30— 60 min | 0.05—50 ng d_(_athyle, DC_:M, éther réutilisation de§ des pores de la membrane par d'autres
diisopropylique membranes apres composés HMW
nettoyage
Raide avec plusieurs Nettoyage nécessaire ; exigence de
Hexane, DCM, acétonitrile, P . p . solvant absorbant les micro-ondes ; temps
10 ) Y ) extractions ; faible , . o
MAE . 1-10g acétone, hexane:acétone (1:1) supplémentaire pour le refroidissement du
-20 min volume de solvant

navire
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I11. Biosurveillance de la qualité de Pair

La biosurveillance de la qualité de l'air est une approche complémentaire a des
méthodes de mesures physiques et chimiques qui se concentre sur les effets des polluants dans
les conditions d'exposition rencontrées dans les écosystémes. En réponse aux nouvelles
caractéristiques de la pollution atmosphérique, la biosurveillance offre des outils
d'observation utile de plus en plus précoces. Ce domaine permet de communiquer avec le

grand public tout en s’appuyant sur des études scientifiques (Elichergaray, 2008).

I11.1. Deéfinition de la biosurveillance

La biosurveillance a été définie par Garrec comme |’utilisation des réponses d’un organisme
ou d’un groupe d’organismes a tous les niveaux de 1’organisation biologique (moléculaire ;
biochimique ; cellulaire ; physique ; tissulaire ; morphologique ; écologique) pour préedire

et/ou révéler les changements environnementaux et suivre 1’évolution (Garrec, 2002).

Un ensemble de techniques connues sous le nom de biosurveillance sont basées sur le

suivi des variations fonctionnelles des étres vivants (markert, 2003).

I11.2.Concepts de la biosurveillance
La bhiosurveillance consiste a mettre en évidence une altération de ’environnement a

travers les réponses des organismes qui y vivent(castell, 2017).En 2002, Garrec et Van
Haluwyn ont défini quatre dimensions liées a cela : les biomarqueurs, les bioindicateurs,

lesbiointégrateurs et bioaccumulateurs.

111.2.1. Biomarqueurs

Les biomarqueurs ne sont pas visibles a 1’ceil nu. II s’agit de 1'utilisation de parameétres
biologiques a une échelle sous-individuelle (par exemple, I'activation des genes, la synthése
enzymatique, etc.) indiquant la réponse physiologique de l'organisme a son environnement
(Garrec, 2002).

Selon le marqueur ciblé, il peut s'agir d'une méthode quantitative ou qualitative. Son
but est de suivre les changements moléculaires, cellulaires, biochimiques ou physiologiques.
L’utilisation de biomarqueurs repose par exemple sur le suivi de la fluorescence de la
chlorophylle, de I’activité photosynthétique (Catalyud et Barreno, 2004 ; Crous et al.,
2006), des dosages d’enzymes (Rai et Agrawal, 2008).
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Des études de génotoxicité basées sur le test des cometesréalisés sur les feuilles des
végétaux, ont été utilisées pour évaluer le caractere génotoxique des polluants de D’air
(Monarca et al., 2001 ; Sadowska et al., 1994).

I11.2.2.Bioindicateurs

La bioindication est considérée comme toute observation de réponses biologiques au
niveau d'un individu (réponse morphologique, physiologique ou comportementale) ou d'une
communauté d'individus (changements structurels) suite a un stress environnemental (Garrec,
2002).

Cette méthode concerne seulement les végétaux dits "sensibles”. 1l s’agit par exemple
de I’apparition de nécroses foliaires (Silva etal., 2012) ou la modification de la croissance

racinaire (Manier et al., 2009).

111.2.3. Biointégrateurs

La biointégration permet d’évaluer les effets a long terme sur les communautés par
I’étude de la densité et de la diversité spécifique de populations au sein d’écosystemes. Les
organismes sentinelles utilisés sont généralement les végétaux supérieurs, les bryophytes et
les lichens (Thimonieretal., 1994 ; Takahashi et Miyajima, 2010).

111.2.4. Bioaccumulateurs

Les bioindicateurs d’accumulation ou bio-accumulateurs, ont la propriété d’accumuler
des polluants par dépdt, adsorption, absorption, migration. Cette propriété sera notamment
recherchée pour des polluants toxiques a I'état de trace dans le compartiment atmosphérique.
Il s’agit d’utiliser les organismes qui ont la capacité de stocker les polluants dans leurs tissus
par des mécanismes de transfert et/ou fixation. Le bio accumulateur sert ici de matrice de
dosage de différents polluants. Il doit répondre aux spécifications suivantes:
- accumuler le(s) polluant(s) et ce, sans disparaitre;
- fournir suffisamment de tissus pour I’analyse;
- avoir un facteur de concentration suffisant pour pouvoir étre analysé directement sans preé-
concentration;
- présenter une concentration tissulaire du polluant représentative du niveau de contamination

de I’environnement (Conti et al., 2001).

Les polluants les plus fréquemment recherchés sont des composés peu degradables

et/ou ayant un fort coefficient de partage octanol/eau, et qui s’accumulent dans les graisses,
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tels que les métaux ou les polluants organiques persistants (HAP, dioxines, furanes, certains

pesticides...).

I11.3.Stratégies de la biosurveillance

La biosurveillance peut s'effectuer a partir de préléevements d'organismes déja présents
dans le milieu (biosurveillance passive) ou bien elle peut nécessiter une transplantation
d’échantillons a un endroit précis (biosurveillance active). Le (Tab.3) présente la

comparaison entre les deux stratégies de la biosurveillance.

I11.3.1.Biosurveillance passive (in situ)

Selon (Conti et Cecchetti., 2001), cette méthode comprend a utiliser les organismes déja
présents sur le site. Elle a I’avantage d’étre rapide (tab.3). En effet, les végétaux ayant déja été
exposés aux polluants, il ne reste plus qu’a les collecter et a les analyser. On doit cependant

veiller a ce qu'ils aient:

e Une distribution spatiale et une abondance suffisante pour étre représentatifs de la
zone étudiée.
e Une saisonnalité compatible avec les objectifs de la campagne de mesure.

e Un mode de collecte facile.

111.3.2. Biosurveillance active

Cette approche s’appelle aussi « méthode des transplants ». 1l s’agit de cultiver des
végétaux présélectionnés et de les exposer dans la zone a étudier. Cette méthode peut étre
utilisee lorsque la meéthode in situ n’est pas envisageable (absence d’organismes
correspondant aux criteres de I’étude) (Ceburnis et Valiulis, 1999).

La transplantation est une technique expérimentale ou les organismes utilisés pour
I’étude sont transférés d’un environnement non pollué vers un site pollué ou pressenti de
I’étre. Cette alternative a la fagon in situ permet de palier aux problémes suivants :

v' L’absence d’espéces utilisables dans la zone d’étude (niveau de pollution trop élevé,
manque d’habitats du fait de I’urbanisation ou de 1’industrialisation).
v" La dure répartition d’une espéce qui ne permet pas un échantillonnage représentatif de

la zone d’étude (Conti et Cecchetti, 2001).

Cependant cette technique nécessite plus de temps que la biosurveillance passive
(Ceburnis et Valiulis, 1999).
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Tableau 3.Avantages et limites de la biosurveillance active et passive (modifiée d'apres
Oikari, 2006 et Besse et al., 2012)

Biosurveillance active (transplant)

Biosurveillance passive (in situ)

Avantages

- Facilité de I'échantillonnage.

- Calibration des individus utilisés
(age, sexe, taille).

- Connaissance sur les antécédents
de la population d'origine.

- Suppression des impacts liés au
prélevement.

- Standardisation possible pour
une espéce modeéle donnée.

- Conditions d'exposition connues.

Facilité de mise en ceuvre.
Cout plus faible.

Intégration de la contamination sur
lelong terme (chronique).

Existence de programmes a large
échelle (mieux dans les milieux
urbains)

Limites

- Colts élevés (temps, matériel).

- Choix plus limit¢ de [D’espece
modéle.

- Facteurs confondants
(température, physico-chimie,
saison ...).

Impossibilit¢  de  calibrer  les
individus échantillonnés (age, sexe,
taille).

Incertitudes liees a la mobilité des

individus et au temps réel
d'exposition dans le milieu.

Capacité d'adaptation des individus
lors d'une exposition chronique.

I11.4. Biosurveillance végétale des HAP atmosphériques

Dans la biosurveillance végétale des HAP atmosphérique, toutes les parties du

végétale sont utilisables. Trés souvent, des aiguilles et des feuilles d'arbres sont utilisees car

elles sont facilement disponibles. Elles permettent des comparaisons temporelles et spatiales

(régionales) (Amigo et al., 2011), internationales (Ratola et al., 2012) et intercontinentales

(Hwang et al., 2003) de la pollution atmosphérique par les HAP

La végétation joue un rdle important dans le pieégeage des HAP atmosphériques. Ces

molécules peuvent étre adsorbées sur les feuilles en raison de leur structure riche en lipides,

de la présence de membranes épicuticulaires et de cire. Les HAP peuvent également étre
absorbés par les stomates des feuilles (Simonich et Hites, 1994;Belis et al., 2009; De Nicola

etal., 2011).
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Des études de biosurveillance végétale des HAP atmosphériques sont menées a l'aide
d'une variété de matrices végétales : des lichens (Augusto et al., 2010; Yang et al., 2013),
des mousses et des plantes supérieures (Wenzel et al., 1998 ;Holoubek et al., 2007 ; Oishi,
2013 ; Foan et al., 2015).

111.5. Biosurveillance par les plantes supérieures

Les plantes vascularisées (supérieurs) établissent un réseau entre 1’eau, le sol et ’air et
présentent un fonctionnement physiologique complexe. Celui-ci exige 1’acquisition
d’éléments indispensables au développement de la plante et une organisation interne
permettant de répondre a ces besoins et aux contraintes environnementales, ce sont des

organismes autotrophes qui participent a la photosynthese (Dupuy, 2014).

La diversité végétale offre un large panel d’organismes vasculaires (plantes herbacées,
feuilles et écorces d’arbres, choux...) utilisables dans la biosurveillance. Ces organismes sont
employés spécifiquement ou non pour un grand nombre de polluant parmi ces polluants on
peut citer les HAP (Benard et al., 2004).

Plusieurs végétaux sensibles ont été utilisés pour la surveillance de plusieurs polluants
depuis les premiéres études biologiques sur la qualité de 1’air (Swieboda, 1978) comme :
radionucléides par les lichens (Ellis, 1987), hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)

par le chou (Kipopoulou et al., 1999).
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1. Description de la zone d’étude

1.1. Situation Géographique

La ville de Béjaia se présente au centre de la fagade méditerranéenne de 1’ Afrique du
Nord. Elle se situe au nord-est de 1’ Algériea 230 km a ’est de la capitale Alger (Ikni, 2018).
Elle est le chef-lieu de la wilaya de Béjaia et de la daira de Béjaia, en Kabylie. Ellese situe a
I’extréme Ouest d’une baie formée par le cap Cavallo a I’Est, le cap Carbon a 1’Ouest et la
mer au sud, accrochée au flanc du mont Gouraya au nord et nord-ouest. Elle est d’une

superficie de 120.22 km? (source : annuaire statistique de la wilaya de bejaia).

La ville de Béjaia, née du nord par le mont Gouraya, qui est le point culminant,
descendant vers les quartiers des hauteurs de la ville, en sillonnant le bois sacré qui mene vers
la plaine, représentant le centre de la ville. Elle s’étale aussi sur les nouveaux quartiers
périphériques, qui se délimitent a 1’Ouest par Ighil Lborj, au Sud-est par Bir slam et a I’Est

par Sidi Ali Labhar (source : annuaire statistique de la wilaya de bejaia).

1.2. Relief

Le relief de Béjaia est caractérisé par la prédominance des montagnes avec des pentes
dépassant souvent 25% et des altitudes variant entre le niveau de la mer et 1000 m, dont 50%
ne dépassent pas 600 m. Elle est enserrée entre deux versants plus ou moins escarpées, au
pied desquelles la plaine parait délimitée d'un coté et de l'autre de sa longueur par les deux
routes Bejaia, Amizour (Azegagh, 2006).

On peut distinguer trois ensembles de reliefs :

- Le complexe montagneux : s'étend sur 75% de I'ensemble du territoire de la wilaya
de Bejaia. Il est formé des chaines des Babors séparé par la vallée de la Soummam.

- L’ensemble des piémonts: une morphologie ondulée constitue d'une succession de
collines. Cela semble moins hasardeux et constitue une situation intermédiaire entre la
plaine et la montagne.

- L’ensemble des plaines : contenant des plaines de la vallée de la Soummam, qui se
présentent comme un trongon sinueux de 80 kilometres de long sur une largeur
maximale de 4 kilomeétres, et des plaines cétiéres qui isolent la mer de la montagne
Babor. Elles se présentent comme une bande étroite qui s’étende de 1’embouchure
d’oued Soummam a celui d’Oued Agrioun soit une trentaine de kilométres (Messafri,
2018).

20



Chapitre 11 Matériel et Méthodes

1.3. Climat

La région de Béjaia se situe a proximité de la mer. Elle jouit d’un climat méditerréen,
avec des précipitations forte et irrégulieres avec un été plutét chaud et humide. Elle es

considérée comme 1'une région les plus pluvieuses d’algérie(Bendadouche, 2014).

Le climat des régions montagneuses se caractérise par une été sec et chaud et hiver pluvieux
et froid, la température atteint parfois 0°C et moins, ce qui s'accompagne de neige (Mokhtari
et Zouaghi, 2017).
1.4. Facteurs climatiques

Appartenant au domaine méditerranéen, le climat de la wilaya de Bejaia varie d’une
zone a une autre. La zone littorale et la vallée de la Soummam jouissent d’un climat pluvieux
et doux en hivers, sec et chaud en été. La température atteint parfois 0 °C, voire moins en

hiver (annuaire statistique de Béjaia, 2015).

Les données climatiques exploitées dans la présente étude proviennent de la station
méteorologique sise a 1’aéroport de la ville de Béjaia et couvrent une période de 30 ans allant
de 1991-2021(d’aprés le site : fr.climate-data.org)

1.4.1. Températures

Les températures moyennes mensuelles oscillent entre 10,1 et 25°C. Les minimas vont
de 7,44 (fevrier) a 21,4 °C (Aodt), les maximales entre 13,8 (Janvier) a 28,9 °C (Aodt) (voir
tab.4).

Tableau 4. Températures minimales, maximales et mensuelles moyennes exprimées en
degrés Celsius (°C) dans la localité de Bejaia (station sise a I’aéroport) (1991-2021) (d’aprés
le site : fr.climate-data.org)

Mois

T(°C) | Janv | Fév | Mars| Avril| Mai | Juin | Juil | Aodt | Sep | Oct | Nov | Déc

Max |13,8 | 139 |16,4 | 185 |213 252 |283 | 28,9 [258 |23,2 |17,9 | 1438

Min |72 |68 |87 [109 |139 |176 |20,7 |21,4 |19,1 |16,3 |115 |85

Moy |10,1 10,1 |12/4 | 14,6 | 17,7 | 215 | 24,6 |25 222 1194 143 | 113
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1.4.2. Précipitations

Le cumul annuel des précipitations enregistrées durant la période d’étude dans la localité de
Bejaia atteint 739 mm et les cumuls mensuels sont consignées dans le (Tab.5) (d’aprés le
site : fr.climate-data.org)

Tableau 5. Précipitations mensuelles (P) de la région de Bejaia durant la période1991-2021.

Mois | J F 1M A M |J J A |S O [N |D | Total
P(mm)| 93 |78 |79 |75 |58 |18 |5 16 |64 |76 |86 |91 | 739

1.4.3. Vents
La vitesse horaire moyenne du vent a Bejaia connait une variation saisonniere considérable
au cours de I’année. La période la plus venteuse de I’année dure 4.9 mois, s’étendant du

28octobreau 25 mars, avec une vitesse moyenne des vents superieursal2,3 km/h.

1.4.4. Humidite

LalocalitécoticredeBejaiaconnaitdesvariationssaisonnicresextrémesencequiconcernel’h
umiditépercue.Lapériodelapluslourdedel’annéedure4.6moisavecunesensation  de  lourdeur
étouffante au moins 21% du temps, le mois le plus lourd est Mai avecun climat de78%du
temps(d’apres le site : fr.climate-data.org)

1.4.5. Syntheése climatique

Les différents facteurs climatiques n’agissent pas indépendamment les uns des autres.
Pour tenir compte de cela, divers indice sont été créés et les plus employés font usage de la
température (T) et de la pluviosité (P) qui sont les facteurs les plus importants et les mieux
connus (Dajoz,1985).

2. Matériel biologique/ Chou frisé (Brassica oleracea)

2.1. Origines et Caractéristiques des Brassicacées
Les brassicacées sont probablement apparues depuis plus de 50 millions d’années
(Koch et al., 2003). Leur dispersion dans le monde s’est faite a travers les contaminations des

lots de semences de céréales (Sauer, 1993 ;Radulescu et al., 2013).

Le chou est, a I’origine, une plante sauvage cultivée sur les terres occidentales qui
s’est répandue dans les terres de la Méditerranée. De nos jours, les brassicacées sont cultivées
dans la plupart des régions du monde, plus particulierement dans les zones tempeérées de

I’hémisphere nord, du bassin méditerranéen, a 1’ Asie centrale (Stevens, 2001).
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En Algérie, les cultures de brassicacées (chou vert et chou-fleur) sont réparties dans
les régions centrales humides et subhumides du pays. Une superficie de 3.178 ha est destinée

a ces spéculations (Anonyme, 2005).

Les brassicacées, anciennement nommees cruciféres, constituent une importante
famille des plantes dicotylédones, aussi bien par le nombre d'espéces qu'elles regroupent que
par son importance économique (Al-Shehbaz et al., 2006). Le chou (Brassica oleracea L.,
1753) est une espece de plantes de la famille des Brassicacees (ou cruciferes), originaire du
Sud-Ouest de I'Europe. Plantes généralement bisannuelles, leurs feuilles comestibles peuvent
ou non former une téte compacte ou « pomme » (Eric, 2020).

Le chou de Milan (a feuilles gaufrées ou cloquées) dit chou frisé(Brassica oleracea),
peut étre utilisé comme agent de surveillance active des polluants organiques grace a son
grand rapport surface/volume et de sa haute teneur en lipides cubiculaires. Ces deux
caracteéristiques font du chou frisé une plante trés adaptés a 1’adsorption des micropolluants
organiques atmosphériques (Franzaring et al., 1992).

Cette plante a été utilisée dans la bioaccumulation des HAP, pour la premiére fois en
1986, dans la région de Francfort (Franzaring et al., 1992). L'auteur a pu identifier de
grandes différences dans les émissions des HAP accumulées par l'espece témoin chou frisé
(Brassica oleracea).

Depuis, d’autres études sur la surveillance des HAP atmosphériques par le chou frisé

(Brassica oleracea) ont eté realisees (Franzaring et al., 1992 ; Klumpp et al., 2004).

2.2.Ecologie de I’espéce
Les Brassicacées se développent dans la plupart des types de sols a savoir le sable du

littoral, les roches calcaires, les zones instables et anthropoides (Julve, 2017).

L’espéce Brassica oleracea affiche particulierement une grande diversité (Talekar et
Shelton, 1993). A cet effet, les formes sont sélectionnées pour évoluer les méristémes
végétatifs de 1’apex (chou) ou les feuilles axillaires (chou de Bruxelles), et avoir des formes
avec une prolifération des méristémes floraux (chou-fleur) ou des boutons floraux (brocoli)
(Paterson et al., 2006).

Le chou cultivé, Iégume volumineux (hors choux de Bruxelles et quelques variétés
plus petites) fait partie des cultures a plus fort rendement (jusqu'a 160 tonnes par hectare en

conditions idéales), mais compte tenu de ses importants besoins en azote, il a tendance a
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épuiser les sols et ne doit étre cultivé sur la méme parcelle qu'une fois tous les 5 ans (Bloch-
Dano, 2008).

2.3. Importance nutritionnelle du chou

Le chou est un lIégume dont les feuilles sont riches en minéraux et en vitamines. Par
ailleurs, le chou détient des vertus antiscorbutiques, antitoxiques et une action cicatrisante
(Messegue, 1972).

A cet effet, il est utilisé dans le cas de certaines atteintes profondes telles que les
varices, les ulcéres, les tumeurs etc. Cependant, sa composition nutritionnelle (Tab.6), s’avére

aussi intéressante en éléments essentiels.
Il s’avére que ce type de chou riche en eau (contient 90.1 g/100g) et en protéines, en
acides aminés, en pigment, en éléments minéraux et en fibres alimentaires (FA) (Tab.6).

Tableau 6. Composition nutritionnelle du chou par 100g de partie comestible (Holland et al.,
1991).

Elément | Eau Energie Protéines | Lipides Glucides | FA

Tenure 90,19 26 kcals 1,79 0,449 419 2949

2.4. Choix et classification de la plante (Brassica oleracea)

Brassica oleracea (chou frisé), et le matériel vegétal utilisé dans les differentes
expérimentations. Il a été choisi pour de nombreuses raisons. Tout d’abord grace a sa
croissance lente et sa culture facile. Puis, ses feuilles présentent une grande surface propice
aux dépots des polluants de ’air. De plus, ses feuilles sont recouvertes d’une cuticule épaisse

riche en cires favorisant I’accumulation des composés hydrophobes comme les HAP.

Au-dela de I’aspect bibliographique, le chou frisé présente beaucoup de

caractéristiques lui permettant d’étre utilisé pour cette étude.

Selon Gladis et Hammer (2003), Brassica oleracea fait partie de la classification donnée dans

la Fiche technique suivante:

Régne Plantae
Sous-régne Viridiplantae
Division Tracheophyta
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Classe Equisetopsida
Sous-classe Magnaliidae

Ordre Brassicales

Famille Brassicaceae

Genre Brassica

Espece Brassica oleracea L.

3. Sites d’échantillonnage
Pour 1’exposition des échantillons, nous avons choisi dix stations a travers la ville de

Bejaia. L’emplacement de ces stations était délimité a partir d’'un maillage de notre zone
d’étude comme le montre la carte géographique de la (Fig.3). Cette méthode
d’échantillonnage est convenable a la biosurveillance de la pollution atmosphérique urbaine
(Garrec et Van Haluwyn, 1981).

Nous avons détaillé les caractéristiques de chaque station de 1’étude (Tab.7) avec notamment
la catégorie paysageére ou se trouve la station mais également la contamination potentielle

individuelle a chaque station.

Tableau 7. Stations choisies pour 1’étude

Stations Altitude (m) | Longitude Latitude Type d’exposition
Targa Ouzemour 17.79 5.040656° 36.750410° Suburbaine
Aamriw 14.80 5.060671° 36.756193¢ Urbaine
Daouadji 29.55 5.061602¢ 36.750761° Urbaine
Sidi Ahmed 71.96 5.067134e 36.759612¢ Suburbaine
Port 331 5.087208° 36.754628° Industrielle
Centre-ville 35.21 5.082838° 36.754168° Urbaine
Gare routiére 6.99 5.064385¢ 36.738719¢ Industrielle
Ighil Ouazoug 38.11 5.053646¢° 36.729977¢ Urbaine
Iheddaden 29.01 5.044027° 36.738735¢° Urbaine
Boukhiama 128.02 5.015132- 36.746333¢ Suburbaine
Pépiniere 21.40 5.05449- 36.745254- Témoin
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Figure 3. Localisation des stations d’échantillonnage au niveau de Béjaia ville (Google Earth)
(2023).

Toutes les stations se situent a une altitude qui ne dépasse pas 40 m a part les deux
stations de Boukhiama et Sidi Ahmed qui sont @ 128.02 m et a 71.96 m d’altitude.
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4. Préparation des échantillons
Le développement des plants de choux a été réalisé par nous-mémes et avec soin pour
s’assurer que les échantillons ont tous subit les mémes conditions de croissances. C’est pour

ainsi obtenir des échantillons homogenes.

4.1. Développement des plants de choux au niveau de la pépiniere
Avant leur exposition, une population homogene de 30 plants de choux a été développée

suivant les étapes mentionnées dans la (Fig.4).

() (b) (©)

Figure 4. lllustration représente le développement de la plante pendant un mois

Les échantillons ont été tous semés en méme temps (12/02/2023) et cultivés en serre a

I’abri des contaminations pour une période de deux mois.

Tout d’abord, trois graines de chou frisé ont été semees dans chaque gobelet contenant
50g de terreau. Les graines germees sont restées pendant un mois (jusqu’au 14/03/2023) dans

leurs gobelets et ont subi une irrigation réguliere.

Au bout de ce mois et apres avoir atteints une croissance de 10 cm, les plants ont été
ensuite déplacés vers des pots qui contiennent 200g de terreau. En effet, on n’a pas eu 100%

de germination (trois plants ne sont pas germes)

En fin, vers le 12/04/2023, les plants ont été transportés dans leurs milieux

d’exposition a raison de trois pots pour chaque station.

4.2. Exposition des plants de choux
Apres une période de croissance et une autre d’adaptation aux pots d’exposition, les
plants de choux ont été installés sur des tables pour éviter les ravageurs (surtout les limaces)

au niveau des dix stations de notre étude. Au moment de 1’exposition des plants, le 12 avril
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2023 a Bejaia, la journée a été ensoleillée avec des températures (T°) qui variait aux alentours

de 25°C (les mémes conditions que celles de la serre).

En parallele, trois pots de chou témoin ont été conservés sous serre, en guise de

référence. Les choux ont été exposes pendant deux mois.

A la fin de leur exposition (le 01/06/2023), les parties aériennes des échantillons ont

été récoltées dans des sachets en papiers puis transportées au laboratoire dans une glaciere.

Depuis et pendant toute la période de travail de laboratoire, les echantillons ont été
conservés au réfrigérateur a une température de 4°C, sachant que cette température n’altére

pas la composition des feuilles en HAP.

5. Travail au laboratoire
La grande partie des travaux de laboratoire de notre étude, était réalisée au niveau de
laboratoire Biomathematiquee, Biophysiques, Biochimie and Scientometrie (L3BS)
L’ensemble du matériel et les différents réactifs utilisés sont présentés dans I’annexe 2.
Cependant ’extraction des HAP a été réalisée au niveau de laboratoire pédagogique de la
faculté SNV de Bouira.
5.1. Protocol d’extraction des HAP

Pour I’extraction des HAP de nos échantillons de Brassica oleracea, nous avons opté
pour I’extraction au Soxhlet qui est une technique qui ne demande aucune filtration du
mélange, ce qui réduit le contact avec les solvants.

Nous avons utilisé 1’appareil de Soxhlet du model (behrotest), disponible au niveau de
la faculté de SNV de Bouira pour la détermination des quantités de HAP dans les 30

échantillons de notre étude. Le protocole expérimental est donné en (Fig.5).
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Echantillon 1 g du MF

Extraction dans le
l diapositif soxhlet

N\

Solvant melangé (60 ml
hexane et 60 ml acétone)

Evaporation de
I’humidité
\

7
Séchage des ballons avec

extrait a 1’étuve (70c®)

\ y
; Qis de poids

Balance électrique

Figure 5.Schéma de protocole expérimental pour 1’extraction des HAP par Soxhlet

Avant de passer a I’extraction, 1g de la matieére fraiche de chaque échantillon, a été
pesé mis dans une cartouche en cellulose et un mélange du solvant (60ml d’hexane + 60ml

d’acétone) a été versé dans un ballon vide qui est déja pesé.

Une fois trois cartouches sont montées sur leurs ballons, ils sont placés dans

I’extracteur Soxhlet sous la hotte, a une température de 70C° (Fig.6).

Pendant I’extraction nous avons surveillé le solvant remonté dans les cartouches
jusqu'a I’obtention d’une couleur transparent pour le récupérer les extraits. En méme temps et
pendant ’extraction, nous vérifions le bon fonctionnement de la pompe de ’eau pour assurer

le refroidissement du dispositif.

A la fin de I’extraction qui est faits au bout de 3-4 heures, les ballons sont récupérés
avec leurs extraits, puis sont mis a I'étuve pour le séchage. Une fois séchés les ballons sont

pesés.
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Figure 6.Extraction des HAPpar 1’appareil Soxhlet (model : behrotest)

Les concentrations en hydrocarbures totaux sont déterminées de maniere indirecte selon la
formule suivante :

P(HCt) = (Pcp — Pcv / Pe)* 10 @

P (HCt): poids des hydrocarbures totaux en pg/g

Pcp : poids du creuset plein

Pcv : poids du creuset vide

Pe : poids de I’échantillon

5.2. Dosage des poussieres et des cires

Les techniques de lavage des feuilles s’inserent dans 1’étude du pouvoir de fixation-
rétention des poussicres par les plantes et sont indispensables pour le dosage d’¢léments
structuraux. Afin de mesurer I'importance des dépdts superficiels, parmi les différentes

techniques de lavage, nous avons utilisé celle de Stenbock-Farmer (1978) (Fig.7).
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Figure 7. Schéma de protocole expérimental pour le dosage des poussiéres accumulées sur
les surfaces foliaire

Dans un bécher, on a mis 100mg de matiére fraiche (MF) de Brassica oleracea,
coupée en petit morceaux. Ensuite on a versé 10ml du chloroforme dans chaque échantillon

de chou pendant 35 secondes (Fig.8).

Figure 8. Extraction de la poussiére et de cire de Brassica oleracea par chloroforme
Juste aprés, on a filtré ’extrait sur un papier filtre (en nitrate de cellulose) et on I’a
laissé¢ avec les autres extraits a 1’air libre jusqu’au séchage. Enfin on les a pesés pour

déterminer les poids des filtrats.
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5.3. Dosage de la chlorophylle

Afin d'évaluer l'effet de la pollution sur la photosynthese et notamment sur la
chlorophylle des feuilles de notre plante (Brassica oleracea), nous avons décidé de doser la
chlorophylle a et b selon la méthode établie par (RAO et BLANC, 1965 ; Khelil 2016)et
illustrée par la (Fig.9).

Pour le dosage de la chlorophylle dans nos échantillons de Brassica oleracea, on a
utilisé 0.225 g de matiere fraiche. Cette quantité est mélangée a 10 ml d'acétone 80% (20 ml

d’eau distillé + 80ml d’acétone) et a une pincée de carbonate de calcium.

N
Echantillon de 0.225g de

matiére fraiche

J
1 <3royage

\
10 ml d’acétone a 80%

et une penser de

carbonate de calcium

J

Mesure par

spectrophotométrie

Figure 9. Schéma de protocole expérimental de dosage de la chlorophylle

Apres broyage total, au mortier, la solution a été versée dans un tube a essai couvert

d’un papier aluminium (afin d’éviter 1’oxydation de la chlorophylle) (Fig.10).

En fin, I’échantillon est passé dans la centrifugeuse avec les autres tubes issus de la

méme maniere.
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Figure 10. Extrait de la chlorophylle de Brassica oleracea

Le dosage a été fait par le prélevement de la solution dans la cuve a
spectrophotométre, la lecture a été faite aux deux longueurs d’ondes (4;-645 nm et A,=663

nm) apres étalonnage de I'appareil avec la solution témoin d'acétone a 80%.

Le calcul des valeurs de la chlorophylle a été fait grace aux formules suivantes :
Chl a: 12.7 (DO 663) - 2.69 (DO 645) (Arnon, 1949) (2)
Chl b: 22.9 (DO645) - 4.86(DO 663) (3)

Chl a+ b: 8.02 (DO 645) + 20.20 (DO 663) (Brown et White Head, 1986) (4)

5.4. Dosage de la proline

La proline est I’'un des vingt principaux acides aminés qui entrent dans la constitution
des protéines. La proline est facilement oxydée par la ninhydrine. Dans notre travail, son
dosage a été réalisé selon la méthode de (Troll et Lindsley, 1955), modifiée par

Monneveux et Nemmar(1986).
Le schéma en (Fig.11), réesume et explique dans le protocole expérimental pour le

dosage de la proline a partir de 100 mg de matiere fraiche.
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100 mg de matiére fraiche

l Température a 85C°pendant
1h

7
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de ninhydrine
\, S

1

Chauffer au bain marie 85 C°

l ) Qparaﬁon en deux phases

Mesure spectrophotométrie

\

Figure 11.Protocole expérimental pour le dosage de la proline.

Pour le dosage de la proline, 100 mg de matiére fraiche de notre chou a été mis dans
des tubes a essai contenant 3 ml de méthanol a 80%. Le tout est ensuite chauffé a 85°C dans
un bain-marie pendant 1lh. Les tubes sont recouverts de papier aluminium pendant le

chauffage pour éviter la volatilisation de ’alcool.)
Aprés refroidissement ; on a prélevé 1ml d’extrait auquel on a ajouté :
- 1 ml d’acide acétique (CH3COOH) ;

- 1 ml de mélange contenant : 120 ml d’eau distillée ; 300 ml d’acide acétique ; 80 ml d’acide

orthophosphorique ; 25 mg de ninhydrine (C¢HgO4).

La solution obtenue est portée a ébullition pendant 1h a 100°C, le temps qu’elle

devienne rouge (Fig.12).

Apreés refroidissement, 5 ml de toluéne sont rajoutés a la solution qui est agitée. Deux
phases se séparent (une phase supérieure transparente sans proline et une phase inférieure a la

couleur rouge contient la proline) (Fig.12).
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Apres avoir éliminé la phase supeérieure, la phase inférieure est récupérée pour la
lecture.

Nous avons déterminé la densité optique (Do) a I’aide d’un spectrophotométre (type
20D) sur une longueur d’onde de 528nm préalablement établie a partir d’une série de solution

de concentration en proline connue.

Figure 12. Séparation des deux phases : inférieure contenant la proline
et supérieure dépourvu d’elle.

Nous n’avons pas réussi a tracer notre courbe d’étalonnage car la proline pure qu’on a
utilisée est probablement périmée. Nous avons donc utilisé la courbe d’étalonnage présentée
en (Annexe 03) et qui est obtenue grace a un mélange (acide acétique, eau distillée, acide

orthophosphorique et ninhydrine).
Y=0.06468 X + 0.03695 (5)

Cette courbe est utilisée pour déterminer les teneurs en proline dans les feuilles des plantes.
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6. Analyse statistique
Les données obtenues pour chaque parameétre, ont été interprétées statistiquement

plusieurs niveaux.

Nous avons d’abord traité nos données avec les statistiques descriptives en utilisant le
logiciel Excel. Cette analyse a englobé les différents calculs des parameétres statistiques
(moyennes, médianes, écart-types ...), et la représentation graphique des résultats avec des

diagrammes réalisés a bases des moyennes et des barres d’erreurs qui présentent les €carts
types.

Puis et pour comparer les moyennes des différents parametres mesurés sur nos
échantillons de Brassica oleracea (concentrations en HAP, les poussiéres, la chlorophylle et
la proline), nous avons appliqué le test parametrique pour plusieurs échantillons indépendants
qui est I’Analyse de la variance (ANOVA). Ceci, apres avoir Vvérifié que les distributions

étaient normales et I'nomogeénéité des variances était respectée.

Cette analyse statistique est réalisée avec le logiciel : STATISTICA 8. La normalité et
I’homogénéité des séries a comparer sont Vérifiées a chaque fois. Le test de Shapiro-Wilk’s
est utilisé pour tester la normalité et celui de Bartlett pour I’homogénéité. Si les deux
conditions sont Vérifiées, une comparaison multiple des moyennes est effectuée par un test
paramétrique d’analyse de variances (ANOVA) suivi d’un classement des moyennes de

Tukey.

En fin et pour déterminer les relations entre les variations des marqueurs biologiques
et les parametres d'exposition, nous avons appliqué une méthode statistique multi variée qui
est I’Analyse en Composantes Principales (ACP). Cette méthode qui permet 1’étude des
corrélations entre les différentes variables numériques (Dagnelie, 1999) était réalisé avec le

logicielle R, version 3.3 (Core Team, 2016).
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Chapitre 111 Résultats et Discussion

Dans cette partie nous avons présenté les travaux réalisés sur 1’accumulation des
hydrocarbures aromatiques polycycliques. Ainsi  que les résultats obtenus concernant
I’évaluation de 1’accumulation des poussiéres (PM) et les d’autre paramétres physiologiques

(chlorophylle et proline) mesureés.

I. Parameétres de pollution

I.1. Evaluation de DI’accumulation des Hydrocarbures Aromatiques

Polycycliques (HAPSs) par Brassica oleracea

Le diagramme de la (Fig.13) montre clairement I’existence d’une différence de
variation des concentrations moyennes des HAP accumulés par Brassica oleracea selon les
stations d’exposition de la plante. Ainsi, la concentration moyenne maximale de (80 = 10
ng/g) qui est enregistrée au niveau de la station d’Aamriw est 6 fois supérieure a celle dela
station témoin qui représente la concentration moyenne la plus basse et qui est estimé a(13 £ 5
ng/g).

Les concentrations moyennes des HAP, calculées pour les stations (Centre-ville, Port,
Sidi Ahmed et Gare routiére), varient entre (47 et 63 ng/g) et sont assez similaires entre elles.
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Figure 13.Variation des concentrations moyennes des HAP (ng/g MF) accumulés par le chou
frisé (Brassica oleracea) en fonction des stations dans la ville de Béjaia.

Aussi les autres stations d’lTheddaden, Ighil Ouazoug, Boukhiama, Daouadji et de
Targa Ouzemour, montrent leurs concentrations moyennes similaires qui y sont calculées

varient entre (23 et 35 ng/g).
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Le test d’homogénéité de Bartlett a donné une p-value de 1’ordre de (0,995), et que le
test de la normalité de Shapiro (Annexe 04) a donnée des p-value supérieure a 0.05 pour
toutes les stations, ce qui montre que les valeurs de toutes les stations suivent la loi normale,
donc on a réalise le test de ANOVA qui permet de mettre en évidence un effet hautement
significatif des stations sur I’accumulation des HAP (P-value=0,0000*** et F= 20,978).

Pour compléter le test de ’ANOVA, on a utilisé le test de Tukey qui indique des différences
hautement significative entre la station témoin et les stations: Centre-ville ; Aamriw ; port ;
sidi Ahmed et Gare routiére, qui sont respectivement de ; 0,000206 ; 0.000201 ; 0.000206 ;
0.000218 ; 0.002616.

|.2.Evaluation de ’accumulation des poussiéres (PM)par Brassica oleracea
La (Fig.14) représente les variations des concentrations moyennes des poussieres (PM)
accumulés par le chou frisé (Brassica oleracea) de chaque station échantillonnée.

D’aprés le diagramme de la figure ci-dessous, on constate que la concentration
moyenne minimale de ordre de 290 + 25.16 pg/g, est enregistrée au niveau de la station
témoin et que la concentration moyenne maximale de I'ordre de 739 + 18.027 ng/g, est

enregistrée au niveau de la station Gare routiere.

D’autres concentrations moyennes convergentes de (357 = 66.30) ug/g, (412,67 £
124.428) ug/g, (488,67 + 226.61) pg/g, (505 + 78.619) ug/g, (664 + 9.643) pg/g, (695,67 +
46.758) ug/g, (698 + 94.429) ug/g, (699,33 + 52.814) pg/g et (719,33 £ 43.844) ug/g ont été
enregistrées successivement dans les stations (Targa Ouzemour, Iheddaden, Ighil Ouazoug,
Daouadji, Aamriw, Boukhiama, Port, Sidi Ahmed, et Centre-ville).
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Figure 14. Variations des concentrations moyennes des poussieres (PM) en (ug/g MF)
accumulés par Brassica oleracea en fonction des stations dans la région de Bejaia ville.

Puisque le test d’homogénéité de Bartlett a donné une p-value de 1’ordre de (p=0,021)
et que le test de la normalité de Shapiro (annexe 04) a montré que toutes les valeurs des PM

de station suivent la loi normale.

Apres ’application du test ANOVA (convenable a ces conditions), nous avons obtenu

un résultat avec une différence hautement significative entre les (p< 0.00000).

Par la suite, ’application du test de Tukey a donné des différences significatives entre le
témoin et les stations (Centre-ville, Aamriw, Port, Sidi Ahmed, Boukhiama et Gare routiere).
Les p-values affichées sont successivement de I’ordre de (0.0013 ; 0.0017 ; 0.0027 ; 0.0025 ;
0.0029 ; 0.00075).

I1. Parametres physiologiques
I1.1. Dosage de la chlorophylle

Le dosage de la chlorophylle (Chl a, Chl b et Chl ab) a été effectuée sur les feuilles de

Brassica oleracea.
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11.1.1. Dosage de la chlorophylle a (Chl a) chez Brassica oleracea

La (Fig.15) montre les concentrations de la chlorophylle (a) varie en fonction des
stations d’échantillonnage. On a observé des faibles concentrations en chlorophylle (a) chez
les dix (10) stations de Béjaia ville par rapport a la station témoin. D’aprés le diagramme de la
figure 16, la concentration moyenne minimale et qui est de 1’ordre de (1,2 + pg/g MF) est

enregistrée au niveau de la station Gare routiére.

Les autres concentrations moyennes (1,5 £ 1.164) pg/g MF a Targa Ouzemour, 1,69 +
0.610) pg/g MF a Boukhiama, (1,96 + 0.324) pg/g MF a Aamriw, (2,06 + 0.247) ug/g MF a
Iheddaden, (2,11 £+ 0.919) pg/g MF & Sidi Ahmed, (2,60 = 0.243) ug/g MF a la station de
Port, (2,65 + 0.066) ug/g MF a la station de Centre-ville, (3,05 + 0.331) pg/g MF a Daouadji
et (3.077 + 0.644) ug/g MF a Ighil Ouazoug restent toutes inférieures a (4.8 + 0.256) pug/g MF

qui est la moyenne maximale enregistrée au niveau de la station Témoin.
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Figure 15. Variation des concentrations moyennes de la chlorophylle a (ug/g MF) en fonction
des stations d’échantillon chez Brassica oleracea dans la région de Béjaia ville.

Le test d’homogénéité de Bartlett, appliquées sur les valeurs de la chlorophylle a
(Chla), a donné une p-value de 1’ordre de 0.1304. Le test de la normalité de Shapiro (annexe
04)a donnée des p-value supérieures a 0.05 pour toutes les stations. Ce qui signifie que les

valeurs de toutes les stations ne suivent pas la loi normale.

39



Chapitre 111 Résultats et Discussion

Le test ’ANOVA a donné des différences hautement significatives (p<0.0000) ****
entre les concentrations de la chlorophylle a selon les stations d’exposition de nos plants de

chou frisé.

Selon le test de Tukey, la concentration moyenne de la Chla calculée a partir des
valeurs enregistrées au niveau de la station témoin qui montre des différences significatives
avec toutes les autres stations (centre-ville, Targa Ouzemour, Port, Sidi Ahmed, Boukhiama,
Iheddaden, Daouadji et Ighil Ouazoug) avec des p-value qui sont successivement de 1’ordre
de (0,0021 ; 0,000193 ; 0,0016 ; 0,00026 ; 0,000196 ; 0,00024 ; 0,0019 et 0,021).

11.1.2 Dosage de la chlorophylle b (Chl b) chez Brassica oleracea

De méme que pour la chlorophylle a, on a observé de faibles concentrations en

chlorophylle b dans les dix (10) stations d’échantillonnage par rapport a la station témoin.

D’apres le diagramme de la (Fig.16), la valeur minimale de (0.564 + 0.058) pg/g MF
est enregistrée simultanément au niveau de la station Gare routiere alors que la valeur

maximale (2.80 + 0.175) pg/g MF) est enregistrée au niveau de la station Témoin.
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Figure 16. Variation des concentrations moyennes de la chlorophylle b (ug/g MF) en fonction
des stations d’échantillonnage chez Brassica oleracea dans la ville de Béjaia.

Apres avoir appliqué le test de Bartlett sur nos données qui a confirmé 1’homogénéité

des variances avec une p=0,0024, nous avons opté pour le test de Kruskal Wallis et ne pas le
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test de ’ANOVA car il s’est avéré que la distribution des valeurs de certaines stations. Elles

ont avec le test de Shapiro, ces stations ont affiché des p-value inférieures a 0.05

Le test de Kruskal Wallis a donné des différences non significatives (p=0,056) de la

chlorophylle b. Donc on n’a pas poussé 1’analyse avec le test de Tukey.
2.1.3. Dosage de la chlorophylle ab chez Brassica oleracea

D’aprés la (Fig.17) ci-dessous, les résultats obtenus du dosage de la chlorophylle ab
indiquent des variations bien distinctes entre les stations. En effet, la moyenne maximale est
enregistrée au niveau de la station témoins. On a remarqué que le teneur de la chlorophylle

(ab) suit la méme tendance que la chlorophylle (a) et (b).

Nous constatons que les teneurs de la chlorophylle (ab) enregistrées au niveau des
sites d’exposition de nos plants de chou, sont toutes inférieures par rapport au témoin qui
présente la teneur la plus élevée (9,630 + 0.623 pg/g).

En effet, d’autres valeurs plus au moins élevées sont enregistrées aux niveaux des
stations : Ighil Ouazoug, Daouadji, Centre-ville et Port qui sont successivement de (6,230t
1.317 pg/g) ; (5,900 £ 0.470 pg/g) ; (5,780 £ 0.317 pg/g) ; (5,603 £ 0.454 pg/g).

D’autres valeurs plus au moins basses, ont €té¢ enregistrées aux niveaux des stations :
Iheddaden ; Aamriw ; Sidi Ahmed ; Boukhiama ; Targa Ouzemour et Gare routiere et qui sont
respectivement de (4,928 + 0.482 pg/g) ; (4,663 = 0.310 ug/g) ; (4,237 + 1.875 pg/g) ; (3,388
+1.219 png/g) ;(3.286 + 2.340 pg/g) et (2,639 £ 0.397 pg/g).
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Figure 17. Variation des concentrations moyennes de chlorophylle ab (ug/g MF)
accumulés par le chou frisé (Brassica oleracea) en fonction des stations dans la région
de la ville Béjaia

Ces résultats trouvent leur confirmation dans le test le test de ’ANOVA qui a donné

un effet trés hautement significatif de (P-value= 0,00002*** et F= 8,2117).

Comme d’habitude et avant d’appliquer ce test statistique paramétrique de ’ANOVA,
nous avons d’abord vérifié les conditions de son application. Nous avons ainsi appliqué le test
d’homogénéité de Bartlett qui a donné une p-value de 1’ordre de 0,044 et le test de normalité
de Shapiro-Wilk’s (Annexe 04) qui a donnée des p-values supérieure a 0,05 pour toutes les

stations ce que montre que les valeurs de toutes les stations suivent la loi normale.

En poursuivant I’analyse avec le test de Tukey, nous avons obtenu des différences

significatives entre la station témoin et toutes les autres stations (p-value toujours <0,05).

2.2. Dosage de la proline
Les résultats de la teneur en proline chez Brassica oleracea, illustrés par la (Fig.18),
montrent une légere variation entre les différentes stations. Mais il reste que la station du

témoin marque la concentration moyenne la plus basse (4.395 + 0.058 ng/g).

Des valeurs un plus élevées sont enregistrées au niveau des stations suivantes :
Boukhiama ; Sidi Ahmed ; Iheddaden et Centre-ville. Elles sont respectivement de (9.576 +
0.293 ng/g) ; (9.093 + 0.526 ng/g) ; (8.630 + 0.584 ng/g) ; (7.838 £ 1.588 ng/q).
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Figure 18. Variation des concentrations moyennes de proline (ug/g MF) accumulés par le
chou frisé (Brassica oleracea) en fonction des stations dans la ville de Béjaia

Le test d’homogénéité de Bartlett a donné une p-value de I’ordre de 0,13 et le test de la
normalité de Shapiro (Annexe 04) a donnée des p-value supérieure a 0,05 pour toutes les
stations. Ce qui montre que les valeurs de toutes les stations suivent la loi normale. Donc on a
réalisé le test d’ANOVA.

L’ANOVA appliquée sur les données de la proline de nos échantillons a donné un

résultat tres hautement significatif (F= 17,096 et p-value < 0,001).

Dans ce cas de dosage de la proline, le test de Tukey a montré des différences
significatives entre la station Témoin et les stations : Centre-ville, Aamriw, Sidi Ahmed,
Daouadji et Gare routiére avec des p-values qui successivement de ’ordre de (0.000206 ;
0.020052 ; 0.000201 ; 0.006933 ; 0.008341).

I11. Analyse en composante principale (ACP)

L’analyse de Composante Principale a été effectuée sur les onze stations d’étude pour les six
parameétres étudiés. Cela pour mettre en évidence les relations existantes entre les différentes
parametres (HAP, PM, Proline et Chlorophylle a ; b et ab) a I’aide d’un cercle de corrélation
(Fig.19)
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Figure 19. Cercle de corrélation des polluants atmosphériques (HAP et PM) avec les
parameétres physiologiques (proline et chlorophylle a ; b et ab) mesurés sur le chou frisé
(Brassica oleracea) dans la région de Béjaia ville.

Les deux axes de cette analyse permettent d’expliquer 70.29% de I’information. Le
premier axe contribuant avec 47.57% et le deuxieme avec 22.72% (Fig.19).

Le premier axe d’ACP principale qui contient (47.57%) est correlé négativement avec
les parameétres de la chlorophylle : Chl a (r=-0,924959), Chl b (r=-0,673457) et Chl ab (r= -
0,964313).

I est par contre corrélé positivement avec les variables suivantes : PM (r=-0,007151),
HAP (r=0,234541) et proline (r= 0,715906) (Tab. 8).

Tableau 8. Corrélation des parameétres mesurés avec les deux axes de cercle de corrélation

Parametre Factor 1 Factor 2
PM 0,030 -0,86
HAP 0,36 -0,77
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Pro 0,70 0,07
Chla -0,93 -0,062
Chlb -0,67 -0,10
Chl ab -0,96 -0,13

Concernant le deuxieme axe, il explique a lui seul 22.72% de la variation totale. Cet

axe présente une corrélation négative avec les variables (PM, HAP, Chl a, Chl b et Chl ab)

avec les coefficients de corrélation qui sont successivement de 1’ordre de (-0.86; -0.77 ;-

0.06 ; -0.10 ; -0.13). Il est par contre corrélé positivement avec le variable suivent : pro

(r=0.07) (Tab.8).

Projection of the cases on the factor-plane ( 1 x 2)
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Figure 20. Distribution des individus de I’ACP

Selon la distribution des individus des 11 stations (Fig.20), on remarque clairement

que les individus (1,2 et 3) de la station « Témoin » forment un nuage de points a part. Ce qui

confirme les résultats précédents trouvés par le test de ’ANOVA ; I’existence de différences

significatives entre les stations et le témoin et cela par rapport a tous les parametres sauf la

chlorophylle b.

Les prélevements (7, 8 et 9) de la station «Targa Ouzemour» sont différents, parce

que les échantillons ont été ravagés par les chenilles.
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Discussion

Les résultats obtenus a partir les études réalisées sur la bioaccumulation de la pollution
atmosphérique des HAPs et les PM par le chou frisé (Brassica oleracea) au niveau des onze
stations dans la région de Béjaia ville. Ont démontré des teneurs importantes en HAP et PM
accumulées. Par ailleurs, ces résultats ont dégagé des différences significatives a trés

hautement significatives entre les stations sur I’accumulation des polluants.

Les teneurs en HAP enregistrées dans les différentes stations de Béjaia ville sont trés
variables. Elles sont généralement élevées par rapport a la teneur enregistrée dans la station
Témoin.

On constate que 1’accumulation des HAP est forte dans les stations (Aamriw, centre-ville,
Port, Sidi Ahmed et Gare routiére) en raison de ces localisations a proximité deszones
industrielles et des axes routiers a fort trafic automobile, qui sontdonc représentées comme
des sites urbains et suburbains.

Les teneurs des HAPs accumulés par Brassica oleracea sont compris entre (13 et 80
ng/g).Nos valeurs sont assez similaires aux résultats obtenus dans programmes de
biosurveillance ceux de (Franzaring et al., 1992), qui ont des teneurs respectivement varie
entre (0.05 et 100 ng/g), au niveau des zones partiellement industrialisee.

Les teneurs des PM les plus élvées sont enregistrés au niveau des station gare routiére, centre
ville, port, sidi ahmed, boukhiama et aamriw en raison de ces proximité des zones industrielle
(pour gare routire, port et centre ville) et des zones urbains qui son a proximité des axes

routiers.

La perturbation du I’environnement touche en premier lieu les caractéres morphologiques et
physiologique du végétal. Pour cela on a étudié les parametres physiologiques (la

chlorophylle a, b, ab et la proline).

La teneur en chlorophylle est le critére le plus utilisé pour quantifier 1’état général de la
plante, c’est un excellent biomarqueurs de pollution (Tripathi et Tripathi, 1999).

D’une maniere globale la chlorophylle (a), la chlorophylle (b) et la chlorophylle (ab) suivent
la méme tendance. Toutes fois, nous avons constaté une diminution de la chlorophylle dans
toutes les stations varie entre (0.56 et 6.23ug/g) par rapport a la teneur enregistrée dans la
station Témoin qui varie entre (2.80 et 9.63ug/g). Ceci est probablement di a un déséquilibre
du mécanisme photosynthétique engendré par les émissions de poussiére et gaz.
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Selon Ernez et Lannoye (1991), I’altération de I’état physiologique des plantes, causée par
des conditions défavorables de I’environnement, se refléte rapidement au niveau des signaux
lumineux et thermiques émis par les feuilles (Benterrouche., 2006).

Le métabolisme de la chlorophylle est certainement le processus biochimique le plus visible
chez les végétaux. Sa biosynthese laisse apparaitre la couleur verte des plantes ; tandis que sa
dégradation se manifeste par la perte du pigment (Folly, 2000).

Le taux de la proline enregistré chez Brassica oleracea est plus élevé qui sont varié entre
(4,39 et 9,57 ng/g) dans toutes les stations par rapport a la teneur enregistré dans la station
Témoin en raison des dommages et de stress provoqués par les polluants (HAP et PM).

Cette augmentation du taux de proline peut étre expliquée selon (Lagadic et al., 1997 ; Ober
et Sharp, 1994), par un effet de stress chez la plante, ce dernier augmente en fonction du
temps de I’exposition et de la concentration des polluants, ce qui confirme I’importance de la
proline dans la révélation d’un état de stress et de perturbation.

L'élévation de la teneur en proline au niveau des stations est due a une contrainte
environnementale. Effectivement, cet acide aminé est synthétisée lorsque le végétale est en
stress en appliquant par consequence une perturbation de son meétabolisme, et notamment le
métabolisme des acides aminés libres dont la proline constitue un marqueur de résistance des
plantes aux contraintes environnementale (Delauney et Verma., 1993 cité par et
Bouchoukh., 2010 et Ben Rejeb et al., 2012).

Notre eétude nous a permis de constater que I’espéce, comme l'analyse de la variance vient de
le montrer (différence trés hautement significatif), représentent une variation avec une
augmentation de la teneur de ce parametre, ceci est di probablement a une réponse d'une

contrainte environnementale.
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Conclusion

Le but de notre travail est basé essentiellement sur 1’évaluation de la pollution
atmosphérique qui représente aujourd’hui un facteur majeur de dégradation de
I’environnement et qui affecte I’ensemble de la planéte. En effet, la biosurveillance est une
approche nécessaire pour I’identification et la quantification des polluants atmosphériques
associés soit au trafic routier soit aux activités industrielles dans la ville de Bejaia a 1’aide

d’une espéce végétale qui est le chou frisé Brassica oleracea.

La pollution atmosphérique cause un stress entrainant aux perturbations des
caractéristiques physiologiques du végétal touché. C’est pour cette raison on s’est focalis¢ au
cours de cette étude sur le suivi de polluants organiques HAP, poussiéres (PM) et de 1’état
physiologiques a travers la mesure des variations quantitatives de différentes paramétres qui
sont principalement la teneur en chlorophylle (a, b et ab) et la proline.

Les polluants atmosphériques peuvent pénétrer majoritairement dans les feuilles. En effet, ils
résultent des changements qui se différent d’une station a 1’autre.
Les résultats obtenus montrent que :

La bioaccumulation de la pollution atmosphérique par les HAP et les PM d’origine
automobile ou industrielle et leurs impacts sur la vegétation ont montré des concentrations
importantes en HAP (13 a 80 ng/g) et PM(290 a 739ug/g) accumulés par le chou frisé.

Les teneurs en chlorophylle chez le chou frisé ont tendance a diminuer dans les sites
fortement pollués (0,564 a 5,9 ug/g) a cause de la perturbation du processus photosynthétique
ainsi que la dégradation de la matiere fraiche. Alors que, la teneur en proline a tendance a
augmenter (7,838 ng/g) a cause du 1’équilibre métabolique perturbé de celle-ci par les
conditions défavorables du milieu.

La variation spatiale entre les différentes stations était prouvée par le test de ’ANOVA
qui a donné une différence significative a tres hautement significative pour les quantités
accumulées des HAP (F= 18,9648, p-value= 0,000000) et des PM (F=6,385, p-value=
0,000147).

De méme, les concentrations des paramétres physiologiques a part celle de la
chlorophylle b, ont toutes montré des variations spatiales ; la chlorophylle a (F= 10,0349, p-
value= 0,000004), chlorophylle b (F= 2,22596, p-value=0,056594), chlorophylle ab (F=
8,2117, p-value= 0,000022), et la proline (F= 20,417, p-value= 0,000000).

En plus le témoin a toujours montré des différences significatives avec les autres

stations.
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Le test de ’ACP (analyse de composante principale) a mis en évidence des
correlations spatiale entre les parametres physiologiques (Chl a, Chl b, Chl ab et la proline) et
la quantite des HAP et des PM accumulés.

La chlorophylle ab est corrélée positivement avec chlorophylle a (r=0,96) et la
chlorophylle b (r=0,63) et négativement avec la proline (r=-0,53), les HAP (r=-0,5) et les PM
(r=-0,49). Les HAP correlent positivement avec les PM (r=0,54).

Au cours des travaux réalisés pour 1’obtention de ce modeste travail, plusieurs obstacles
ont été rencontrés, d’abord sur le plan matériel :
- Malgré que notre faculté détienne de deux appareils Soxhlet, nous en n’avions pas

I’accés pour absence de la hotte.

- Nous n’avions pas pu obtenir les données météorologiques actuelles de leur source

(station météorologique de Béjaia) malgré qu’on nous ait accordées notre demande au

départ.

- Manques de matériel de laboratoire et quantités des réactifs insuffisantes.

Et puis le temps court qui nous a été accordé est une autre contrainte qui n’a pas permis de
travailler dans des bonnes conditions.

Au terme de ce travail qui a traité le sujet de la pollution atmosphérique dans la ville
de Bejaia, nous pouvons conclure que le secteur du transport accentue ce phénoméne qui
exerce a son tour des effets négatifs sur les parametres physiologiques des végétaux. Ainsi
que, la biosurveillance reste une méthode d’évaluation tres utile, simple et moins couteuse
pour faire face a ce danger.

Pour les prochaines recherches nous proposons les perspectives suivantes :

- Utiliser d’autres espéces ou d’autres organes de plantes.

- Augmenter le nombre des compagnes de prélevement et les stations.

- Etudier d’autres paramétres biologiques.

- Il serait intéressant de prendre des zones de référence 100 % sans trafic routier

pour que la comparaison des résultats nous porte plus d’information.

- Il sera aussi intéressant de prendre des zones de références a un pourcentage tres
élevé pour que la comparaison des résultats puisse nous donner plus
d’information.

- Faire des études dans la période hivernale pour étudier les effets saisonniers de de

cette pollution.

49



Conclusion

Elargir ’espace d’étude toute en impliquant d’autre régions pourquoi pas d’autre
wilaya.

Faire une autre étude complémentaire visant les polluants inorganiques (métaux
lourds) au niveau des mémes sites.

En fin, il est insuffisant de quantifier les HAP et les poussiers, pour cette raison,

on propose de faire leur caractérisation chimique.
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Annexe 1. Procédure expérimentale

En vue d’atteindre 1’objectif de la présente é¢tude, nous avons adopté un plan de travail assez

cohérent qui est représente par le schéma suivant.

)
©

Bioaccumulation des HAP atmosphérique de chou frisé dans la région de
Bejaia ville

7 échantillons pour 10 stations d’échantillonnage

Travail de terrain Travail de laboratoire

Au niveau de la pepiniéere Matériel et méthode

Protocol
expérimental

Echantillonnage et Sortie

Matiére biologique

Extraction des HAP

Extraction des PM

[Analyse statistique ] <

Dosage des chlorophylles

Dosage de la proline

\.

Diagramme expérimental de 1’é¢tude de bioaccumulation des HAP a Béjaia (2023)
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Annexes 2. Matériel de laboratoire utilisé dans la présente étude
Au niveau de laboratoire nous avons utilisé :

- Matiére fraiche (MF) (chou frise),

- Balance électrique, 1’étuve,

- Papier a filtre,

- Verreries de deférentes tailles,

- Tubes a essais

- Fioles jaugées

- Béchers,

- Appareil de Soxhlet du model (behrotest),

- Cartouches en cellulose,

- Spectrophotometre

- Centrifugeuse

- Micro-spatule, une micropipette,

- Entonnoir,

- Eprouvette,

- Ciseaux

- Mortier.

Réactifs, avec leurs quantités, utilisées pour chaque dosage des parameétres choisis dans notre

étude.
Paramétre de dosage Réactifs Quantité

Hexane 60 ml

HAP Aceétone 60 ml
Poussiere Chloroforme 10 mi
Acétone 80 ml
Chlorophylle Carbonate de Calcium Penser
Eau distillé 20 ml

Méthanol 3ml

Acide Acétique 30ml
Proline Acide ortho phosphorique 2.5 ml
Ninhydrine 25 mg

Toluéne 5ml
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Annexe 03. Courbe d’étalonnage de la proline.

Densité optique (528nm)

1,2

0,2

y = 0,06468x + 0,03695

R2 = 0,9809

0,4

0,6

0,8

Concentration en proline pg/ml

1,2

Annexe 04.Résultats de test de normalité (Shapiro) de chaque station des paramétres étudié.

Test de HAP PM Chl. A Chl. b Chl. Ab Pro
normalité
) W P w P w P w P W P w P
(Shapiro)
Témoin 0.75 | 005|093 | 048 | 0.88 | 0.34 | 0.93 | 0.49 | 0.95 | 0.57 | 0.99 | 0.84
Centre-
" 0.75 | 005|098 | 0.76 | 098 | 0.75 | 0.84 | 0.20 | 0.94 | 052 | 0.84 | 0.22
ville
Targa
0.75 | 005|093 | 049 | 098 | 0.73 | 0.79 | 0.09 | 0.94 | 0.51 | 0.88 | 0.32
Ouzemour
Aamriw 1 099 | 0.74 | 002 | 0.85 | 0.15 | 0.75 | 0.02 | 0.91 | 0.40 | 0.86 | 0.28
Port 096 | 064 | 086 | 0.26 | 0.98 | 0.73 | 0.92 | 0.46 | 0.75 | 0.05 | 0.89 | 0.35
Sidi
1 099 | 097 | 066 | 0.99 | 094 | 0.99 | 0.91 | 0.99 | 0.93 | 0.97 | 0.65
Ahmed
Boukhiam
0.75 | 0.05 | 093 | 047 | 092 | 0.46 | 092 | 0.46 | 0.92 | 0.46 | 0.87 | 0.29
a
Iheddaden 1 099 | 0.76 | 0.02 | 093 | 051 | 0.83 | 0.19 | 0.86 | 0.28 | 0.92 | 0.46
Daouadji 1 099 | 089 | 0.37 | 0.98 | 0.70 | 091 | 0.42 | 0.91 | 0.43 | 0.97 | 0.66
Ighil
J 0.75 | 0.05 | 099 | 085 | 096 | 0.62 | 0.99 | 0.84 | 0.97 | 0.68 | 0.86 | 0.29
Ouazoug
Gare
N 075 |1 005|094 | 05 | 09 | 065 | 0.82 | 0.17 | 0.98 | 0.76 | 0.88 | 0.31
routiere




Résumé

La pollution de I’air constitue un facteur de risque environnemental majeur pour les étres
vivants. La protection contre de tels risques nécessite une surveillance et un contrdle de la
pollution atmosphérique.

L’objectif de notre étude était d’évaluer I’accumulation de la pollution atmosphérique due aux
Hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) par transplantation du chou frisé dans la
ville de Béjaia.

Dans ce contexte, dix stations ont été choisies dans la ville de Béjaia, pour placer des plants
de chou frisé (Brassica oleracea), préalablement préparés durant deux mois (Mars-Avril)
dans les mémes conditions de culture, de repiquage et de développement. Aprés deux mois
de leur exposition (Mai- Juin), les plants ont été récupérés et les polluants atmosphériques
captés par leurs feuilles ont été quantifiés. En paralléle, la chlorophylle et la proline des
feuilles des mémes plants de chou ont été dosés pour mesurer les effets de ces polluants sur la
physiologie de la plante.

Les résultats ont montré une variation spatiale entre les différentes stations. Les
concentrations de HAP accumulées dans notre chou varient entre 13 + 5 ng/g a 80 + 10 ng/g
et présentent des différences significatives (p=0,017).

Pour tous les paramétres, a part la chlorophylle b, les concentrations moyennes calculées au
niveau de la station « Témoin » ont montré des différences significatives avec ceux des dix
autres stations. On peut conclure alors que ces stations caractérisees par une forte activité
industrielle et automobile sont & grand risque de pollution.

Mots-clés : Pollution atmosphérique, HAP, PM, Biosurveillance, Bioaccumulateurs, Brassica
oleracea, pollution urbaine.

Abstract

Air pollution constitutes a major environmental risk factor for living beings. Protection
against such risk requires air pollution monitoring and control.

The aim of our study was to assess the accumulation of air pollution due to polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAH) by transplantation of kale plants in the city of Béjaia.

In this context, ten stations were chosen in the city of Béjaia, to place kale plants (Brassica
oleracea), previously prepared for two months (from March to April) under the same
conditions of cultivation, transplanting and development.

After two months of their exposure (May-June), the plants were collected and the atmospheric
pollutants captured by their leaves were quantified.

In parallel, chlorophyll and proline content in leaves of same plants were dosed to measure
the effects of these pollutants on the physiology of the plants.

The results showed a spatial variation between the different stations. The concentrations of
PAH accumulated in our kale vary between 13 + 5 ng/g to 80 = 10 ng/g and show significant
differences (p=0.017).

For all the parameters, except for chlorophyll b, the average concentrations calculated at the
“Control” station, showed significant differences with those of the ten other stations.

Then, it can be concluded that these stations that are characterized by strong industrial and
automotive activity are at a high risk of pollution.

Keywords: Air pollution, PAH, PM, Biomonitoring, Bioaccumulators, Brassica oleracea,
urban pollution.



