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Introduction

Suite a I’essor des activités minicres et industrielles du si¢cle dernier, des dégats
considérables sur I’environnement ont été engendrés. Héritiers de ces contaminations et
contemporains des rejets industriels actuels, il est devenu nécessaire de trouver des solutions a
moindre colt permettant de limiter les risques associés a la pollution par les éléments traces
métalliques (ETM).

Dans le cadre d’une politique de développement durable, la chimie des substances
renouvelables fait I’objet d’une attention particuliere. En effet, la biomasse trouvera a moyen
terme une place de choix non seulement de par sa contribution dans le secteur énergétique
(biocarburant par exemple), mais aussi parce qu’elle constitue la seule matiére premicre
renouvelable substituable au pétrole pour la pétrochimie. Entre autres caractéristiques, les
activités agricoles et forestieres genérent des quantités considérables de sous produits ou
produits connexes lignocellulosiques qui proviennent de la transformation des matieres
premieres d’origine végétale. L’éco matériau bois génére lui aussi des déchets -
essentiellement écorces et sciures - qui devront étre traités de fagcon appropriée. Les voies
actuelles de valorisation des écorces et des sciures apparaissent cependant limitées tant par le
volume des stocks utilisés pour ces valorisations que par la nature elle-méme des solutions
mises en ceuvre essentiellement liées a 1’exploitation de la valeur énergétique de ces dérivés
du bois et a la production de matériaux bois (aggloméré et panneaux de particules). Pourtant
des applications commerciales existent ; elles sont variées et de dimensions tres diverses.
Outre les marcheés traditionnels du bois, du papier, des fibres textiles, de la lipochimie, de
I’alcool..., citons quelques exemples de marchés émergents : matiéres plastiques a base de
cellulose, biocarburants, tensioactifs pour I’industrie cosmétique, laine de chanvre pour
isolation, acide polylactique pour bioplastiques. Depuis une dizaine d’années, le Laboratoire
de Chimie des Substances Naturelles (LCSN) de 1’Université de Limoges s’intéresse a la
valorisation chimique et biologique des écorces dans le domaine de la biosorption. Un tel
phénomene repose sur les capacités de nombreux matériaux biologiques a adsorber les cations
métalliques qui sont présents dans les eaux polluées. Passé du stade du laboratoire ou le
phénomeéne a été modélisé, au stade pilote qui a servi de base a son développement

technologique, ce projet de recherche est actuellement en phase de pré industrialisation.
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Ainsi que le montrent les résultats antérieurs obtenus par le LCSN, les écorces brutes
de sapin de Douglas présentent intrinsequement de bonnes capacités d’adsorption des métaux.
L’échange d’ions est, dans ce cas, le mécanisme privilégié. Il met en jeu les macromolécules
essentiellement polysaccharidiques et polyphénoliques qui entrent dans la composition
chimique des parois cellulaires végétales. Les écorces de sapin de Douglas demeurent
néanmoins un matériau hétérogene dont il convient tout d’abord de stabiliser la structure afin
d’éviter le relargage de substances extractibles parfois nocives. Par ailleurs, les propriétés
biosorbantes des écorces pourront étre améliorées tant dans le registre des capacités
d’adsorption (aspect quantitatif) que de la sélectivité (aspect qualitatif) par modifications
chimiques. C’est ce que nous avons ¢étudié en nous appuyant sur deux
approches complémentaires :
> Stratégie chimique. Cette premiére stratégie repose sur I’augmentation de la densité de
charge anionique des écorces et, plus particulierement, du nombre de fonctions acide
carboxylique. Ces derniéres peuvent étre générées soit directement sur la structure par
oxydation des polysaccharides constitutifs des écorces dont, notamment la cellulose, soit
apportées par greffage covalent d’oligosaccharides carboxylés tels que les
oligogalacturonates. Par ailleurs, une telle stratégie pourrait offrir la possibilité d’orienter
la sélectivité des écorces modifiées vis-a-vis des cations métalliques en diversifiant la
nature chimique des groupements échangeurs d’ions greffés.

> Stratégie biologique. Une telle stratégie s’appuie sur un phénomeéne biologique naturel
observé chez quelques plantes capables de tolérer et/ou de se développer sur des sols
contaminés en ETM : la phytoextraction. Afin de résister a la toxicité des ETM qu’elles
prélévent dans le sol, ces végétaux - qu'ils soient tolérants ou hyperaccumulateurs - ont
développé des processus physiologiques qui leur permettent de s’adapter a cet
environnement contaminé en ajustant notamment la composition chimique de leurs parois
cellulaires, premieres barrieres physico-chimique de la cellule avec son environnement.
C’est ce que nous avons souhaité caractériser dans le cas du sapin de Douglas cultivé
sous serre. Notre objectif est d’apprécier tout d’abord les modifications chimiques des
composés pariétaux des ecorces et du bois induites par un stress metallique puis,
d’évaluer dans un second temps, les conséquences de ces ajustements chimiques
bioinduits sur la capacité des écorces et du bois a adsorber les cations métalliques en

solution.
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C’est en prenant appui sur les travaux préliminaires du LCSN, en intégrant les objectifs de
développement de la filiere bois interrégionale et des entreprises partenaires du laboratoire
que nous avons débuté ce travail dont nous souhaitons qu’il constitue une référence
académique détaillée de 1’utilisation du sapin de Douglas - et des écorces qu’il produit - dans
des processus de phytoextraction et de biosorption des cations métalliques tout comme un
argument scientifique démontrant la faisabilité technologique de tels processus. Le choix des
cations métalliques retenus s’est orienté vers d’une part un élément tel que le cadmium
présentant les caractéristiques physiques d’oligoéléments tels que le Zn et le Ca mais
présentant une grande toxicité méme a de faibles teneurs, et d’autre part le plomb, également
toxique, qui constitue un modéle souvent décrit dans la littérature pour caractériser les

propriétés des biosorbants.

Enfin, ce mémoire s’articule en quatre parties. Aprés quelques rappels
bibliographiques et un état de la question, les résultats des travaux effectues sont présentés.
Dans un premier temps, il s’agit d’induire et de caractériser les modifications des biosorbants,
pour dans un second temps de déterminer les propriétés biosorbantes des écorces modifiées.
La troisieme partie, consacrée a une discussion globale, compare les différents résultats et
permettra de conclure quant a ’efficacité des modifications prospectées. Enfin une dernicre

partie précise I’aspect pratique des expérimentations effectuées.
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Premiére partie : Etat de la question. Chapitre 1 : L écorce et le bois, de la structure a la composition.

Structure.

1.1 Aspects morphologiques.

L’écorce représente la partie superficielle des troncs, des branches et des racines. Elle
est constituée d’un ensemble tissulaire complexe, hétérogene et hautement spécialisé. Elle est
assimilée principalement a une barriére physico-chimique. L’écorce assure la défense
primaire de I’arbre contre les agressions par les insectes phytopathogenes, les animaux et les
autres étres vivants (plantes parasites, champignons et bactéries) et protége également le
cambium, zone de croissance, des pertes d’eau et des dommages causés par les facteurs
climatiques. A c6té de ses fonctions protectrices, elle intervient dans le transport des
substances nutritives et constitue le siége du dépot des substances nocives au métabolisme de
I’arbre. Cristaux, tannins, mucosités et résines sont accumulés dans des zones de 1’écorce qui
mourront ensuite. Ces différentes fonctions protectrices et physiologiques conditionnent la vie
de P’arbre. Soumise constamment a la croissance en circonférence de 1’arbre et afin de
maintenir toutes ses propriétés, 1’écorce a développé un réseau structural et une composition
chimique complexes.

Le bois est pour sa part un tissu conducteur a I’intérieur duquel circule la seve brute,
ou s¢ve ascendante. Composée d’eau et de sels minéraux elle est puisée dans le sol par les
racines et est entrainée principalement par évapotranspiration jusqu’aux parties aériennes.
Formé par couches successives appelées cernes, le bois se différencie au cours de la vie de
I’arbre. Les couches les plus profondes forment le bois parfait qui est constitu¢ de cellules
mortes alors que les couches superficielles correspondant a 1’aubier sont formées de cellules

vivantes.

1.1.1 Approche macroscopique.
L’¢écorce constitue la partie extérieure des branches, du tronc et des racines de 1’arbre.
Les ecorces issues des déchets de scierie proviennent de 1’écorce située autour des troncs
constitués du duramen (ou bois de cceur) formé de cellules mortes et de 1’aubier formé de
cellules vivantes, correspondant aux zones d’accroissement les plus récentes. Le bois, ou
xyléme secondaire, est un tissu issu du fonctionnement vers I’intérieur de 1’assise cambiale,
située sous 1’écorce. Dans les régions tempérées, le cambium ne fonctionne que pendant la

saison de végétation au printemps et en été. Il produit chaque année une couche de bois,
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appelée cerne annuel, dans laguelle le bois formeé au printemps (bois initial) et le bois formé
en été (bois final) sont différenciables. Typiquement, I’écorce comprend 1’ensemble des tissus
produits par I’assise cambiale vers I’extérieur plus 1’écorce externe. La structure générale de
I’écorce d’un arbre mature, présentée en Figure 1 permet de différencier les différents tissus.
Elle est composée d’une écorce interne (ou liber ou phloéme secondaire) et d’une écorce

externe (ou périderme ou suber) pouvant donner naissance au rhytidome (ou phloéme agé).*

Phelloderme,
Phellogéne et suber

Figure 1 : Schéma de coupe transversale de tronc? : structure de I’écorce.

source : http://www.sirtin.fr

1.1.2 Approche microscopique.

La formation du bois, tout comme celle de 1’écorce, se produit au niveau du cambium :
les tissus végétaux sont formés a partir de tissus spécialisés dans la division cellulaire, les
méristemes. On distingue les méristemes primaires situés a I’extrémité des racines et dans les
bourgeons qui assurent la croissance des plantes en hauteur et les méristemes secondaires qui
apparaissent dans le végétal au cours du développement post-embryonnaire et se présentent
sous forme de couches continues de cellules, appelées assises. lls assurent la croissance en
diamétre en produisant des cellules alignées dans le prolongement de la cellule

méristématique qui leur a donné naissance.
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Au premier aspect, I’anatomie des résineux (ou Gymnospermes) semble bien plus
homogeéne et simple que celle des feuillus (ou Angiospermes), 90% de leur bois est constitué

de trachéides (Figure 2). Elles servent a la fois au soutien et a la conduction de la séve brute.

\
Cerne annuel
> Xyléme
Bois d’été secondaire
Rayon ligneux
Bois de printemps )
3
Trachéide L Moelle
5 - - T y,

Figure 2 : Observation en microscopie photonique d’une coupe transversale de bois de sapin de Douglas dgé de 4 ans.
Coloration au fasga®, mélange de deux colorants : la safranine (coloration rouge des zones lignifiées) et le bleu

alcian (couleur bleue aprés fixation sur les monosaccharides carboxylés).

On distingue deux types de bois grace au diameétre des trachéides, le bois de printemps
(trachéides plus larges car besoin en eau et disponibilité plus importante) et le bois d’été
(trachéides plus fines car 1’eau est plus rare généralement). Les trachéides se chevauchent au
niveau des extrémités, les ponctuations permettent la communication entre trachéides et donc
le passage de la séve brute. Chez les Gymnospermes, les ponctuations ont un aspect
d’auréole : on dit qu’elles sont aréolées. Hormis les trachéides, les rayons ligneux sont
observables ; ils sont composés de parenchyme radial et dans certains cas de trachéides
radiales. Ils jouent un rble dans le stockage des réserves (comme 1’amidon) et dans le
stockage des déchets. De plus, certains résineux (comme le sapin de Douglas) présentent
également des canaux résiniferes longitudinaux et radiaux. Les canaux résiniféres sont bordés
de cellules sécrétrices. Enfin, au centre, se situe la moelle constituée a 1’origine de
parenchyme. Ces cellules mortes sont parfois totalement dégradées dans le cas d’arbres agés

donnant des arbres creux.
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En ce qui concerne I’écorce, le phloeme (Figure 3) transporte la séve élaborée (les

sucres et autres substances organiques).

} Ecorce externe (liege)
Canal résinifére

Parenchyme

Sclérenchyme (rose)

> Ecorce interne
Rayon ligneux

Phloeme secondaire (bleu) =
tubes criblés + cellules compagnes

Assise cambiale

Xyléme secondaire

Figure 3 : Observation en microscopie photonique d’une coupe transversale d’écorce de sapin de Douglas agé de 4
ans.
Coloration au fasga®, mélange de deux colorants : la safranine (coloration rouge des zones lignifiées) et le bleu

alcian (couleur bleue aprés fixation sur les monosaccharides carboxylés).

Les parenchymes sont les tissus de remplissage présents dans tous les organes de la
plante. Ils ont pour fonction essentielle de réaliser la photosynthése et de stocker en réserve
différentes substances. Ils sont formés de cellules vivantes mais incapables de se diviser. Le
sclérenchyme est formé de cellules mortes, certaines cellules du sclérenchyme sont trés

allongeées et peuvent mesurer plusieurs centimetres de long : ¢’est un tissu de soutien.
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1.2 La paroi végétale.

Toutes les cellules végétales ont la particularité d’étre entourées par une matrice
extracellulaire appelée paroi, composee par un réseau tridimensionnel essentiellement
constitué de polymeres cellulosiques polysaccharidiques et phénoliques. Les structures et les
compositions sont variables et fonctions de différents paramétres. Les diversités variétale et
tissulaire sont des facteurs influengant la nature et la composition chimique des parois. De
plus, les différences peuvent apparaitre en fonction de 1I’age des cellules, leur niveau de
différenciation et leur fonction.* La biosynthése de la cellulose, des hémicelluloses et des
pectines est largement décrite® dans la littérature ; cependant, la régulation de leur synthése est
moins documentée.®’ La paroi évolue en fonction du stade de développement de la cellule :
on distingue généralement la paroi primaire et la paroi secondaire (Figure 4).

Figure 4 : Représentation schématique de la paroi.
ML : lamelle moyenne ; P : paroi primaire ; S1, S2, et S3 : paroi secondaire.

1.2.1 Laparoi primaire.

Le premier niveau d’organisation correspond a la lamelle moyenne qui est a I’origine
la partie commune entre deux cellules adjacentes. Elle est principalement constituée de
substances pectiques. La paroi primaire est ensuite formée, elle est élaborée par les cellules
méristématiques et caractérise les cellules en phase de croissance. Elle reste fine et flexible
pendant la croissance et permet 1’élongation cellulaire.® Elle est composée majoritairement
d’eau (jusqu’a 90%) et de polysaccharides (Figure 5). Les microfibrilles de cellulose
d’environ 3 nm de diameétre forment le squelette des parois cellulaires : ces microfibrilles
résultent de 1’assemblage paralléle de 36 chaines de cellulose.® Les microfibrilles de cellulose
sont alors reliées entre elles par des hémicelluloses qui s’y associent par I’intermédiaire de
liaisons non covalentes (hydrogenes principalement) et des pectines afin d’assurer le maintien

de la structure.
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pectines de la lamelle moyenne

lamelle moyenne [

cellulose

paroi primaire

membrane plasmique [ [

Figure 5 : Représentation schématique de I’organisation des polyméres au sein de la paroi primaire.™
(source : adapté de M. Mc Cann et K. R. Roberts, 1991, The Cytoskeletal Basis of Plant Growth and Form, p.
126).

1.2.2 La paroi secondaire.

Dans certains tissus, une paroi secondaire se développe et incruste progressivement la
paroi primaire. Elle se forme lorsque la croissance cellulaire est terminée et constitue des
épaississements multiples. Cette paroi est constituée majoritairement de cellulose
microcristalline et d’hémicelluloses ; ces structures polysaccharidiques déja présentes dans la
paroi primaire sont renforcées par le dépbt de polyméres hydrophobes : les lignines. Ces
derniéres conférent de nouvelles propriétés comme une meilleure cohésion et une plus forte
rigidité, la paroi secondaire a la particularité d’étre moins perméable a I’eau. Aprés avoir
synthétisé la paroi secondaire, la plupart des cellules meurent ; ces structures sont présentes

dans les tissus de soutien (sclérenchyme) ou conducteurs (xyleme).
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2 Composition chimique.

L’écorce et le bois sont composés majoritairement de polysaccharides tels que la
cellulose, les hémicelluloses et les pectines, de substances phénoliques telles que les tannins
et les lignines et dans de plus faibles proportions de composés minéraux, de cires et de
terpenes. Le Tableau 1 représente la répartition des différents constituants du bois et écorces

de sapin de Douglas. Leur répartition est fonction de 1’espéce ou encore de 1’age de ’arbre.

Tableau 1 : Composition chimique des écorces et du bois de sapin de Douglas™ exprimée en pourcentage massique de

la masse séche.

polysaccharides composés
) . lignines
arabinanes galactanes glucanes mannanes xylanes extractibles
dont cellulose
bois 1,1 2,6 47,8 12,9 3,8 1,7 27,3
écorces 3,4 1,6 21,7 3 2,3 25,9 34,5

2.1 Les polysaccharides.

2.1.1 Lacellulose.

La cellulose est la molécule la plus abondamment synthétisée sur Terre en représentant
au moins la moitié de la biomasse. C’est aussi le polymeére naturel le plus valorisé, que ce soit
sous forme de fibres textiles, de papier ou a 1’état modifié d’esters (acétates ou nitrates de
cellulose) ou encore d’éthers. Cet homopolymére linéaire a pour unité de répétition le
cellobiose (Figure 6), motif composé de deux D-glucopyranoses en conformation *C, liés par

une liaison glucidique B (1—4).
OH

OH
HO o 0
HO o OH
o

OH
OH

Figure 6 : Structure du cellobiose.

Le degré de polymérisation (DP), qui représente le nombre d’unités glucosidiques par
chaine de cellulose, est difficile a estimer et est tres variable selon sa provenance et sa
localisation au sein de la paroi puisqu’il varie de 300 a 15000 : la cellulose est considérée
comme un polymére de haut poids moléculaire (jusqu’a 2,5.10% Da). Afin de déterminer le DP
de la cellulose, elle doit étre solubilisée sans la dégrader : en effet, malgré la présence de
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Premiére partie : Etat de la question. Chapitre 1 : L écorce et le bois, de la structure a la composition.

nombreux groupes hydroxyle, ce polymere est insoluble dans 1’eau. La disposition des
hydroxyles libres des unités glucoses permet 1’établissement de liaisons hydrogenes
intramoléculaires, stabilisant la cellulose dans son orientation linéaire ce qui lui confére une
certaine rigidité, et des liaisons intermoléculaires qui relient plusieurs macromolécules entre
elles et les maintiennent disposées parallelement (Figure 7). Ainsi, 1’association de
nombreuses chaines de cellulose favorise 1’établissement d’un état solide ordonné,
pseudocristallin et permet la formation de microfibrilles. La structure fibrillaire tres
condensée de la cellulose explique sa résistance mécanique a la traction, ainsi que son

caractéere non-soluble dans 1’eau.

0-—H\|||||\||||P
H

OIIIIIIHIH\“I
O

O—HimmnmnQ ;
’
H

Figure 7 : Liaisons hydrogenes intra et intermoléculaires dans la cellulose.

2.1.2 Les hémicelluloses.

Les hémicelluloses sont une classe de polysaccharides hétérogénes plus ou moins
ramifiés dont les unités osidiques sont de nature variée et reliées entre elles par des liaisons
osidiques a ou PB. Ces monomeres essentiellement présents sous forme pyranose, sont des
hexoses (glucose, galactose, mannose), des pentoses (rhamnose, xylose), des déoxyhexoses
(rhamnose, fucose) et des acides uroniques®? (acide galacturonique, acide glucuronique).

Concernant la nomenclature des hémicelluloses, le suffixe " ane ™ désigne la nature
polymérique de 1’axe osidique, précédé directement par le nom de la chaine principale. Par
exemple, les arabinoglucuronoxylanes et des glucogalactomannanes, qui sont des
hémicelluloses caractéristiques du sapin de Douglas™®, sont respectivement construits sur des
chaines de xylose et de mannose.

Deuxieme polysaccharide le plus abondant aprés la cellulose, la valorisation des
hémicelluloses est en plein essor. Citons par exemple la valorisation des glucuronoxylanes de
bois de chataignier en oncologie cellulaire et moléculaire’* ou la synthése de matériaux

filmogénes.™
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2.1.3 Les pectines.

Les pectines constituent un groupe d’hétéropolysaccharides. Trés peu présentes dans
le bois, elles représentent environ un tiers de la masse d’écorces. Elles possédent une structure
polymérique dont la chaine principale est formée par la liaison d’unités acide a-D-
galacturonique et sur laquelle s’insérent des résidus a-L-rhamnosyles donnant naissance a des

« coudes pectiques » (Figure 8).

COOH OH COOH OH
OH OH OH OH (@)
o o 0 o
OH COOH OH N CooH

(b)

Figure 8 : Structure d’un homogalacturonane (a), et d’un rhamnogalacturonane (b) : chaine principale d’acide a-D-

galacturonique avec insertion d’a-L-rhamnose.

Des chaines latérales peuvent substituer cette structure ; on distingue ainsi les
homogalacturonanes, les rhamnogalacturonanes (RGI), les rhamnogalacturonanes (RGII) et

les chaines latérales.*®

2.1.3.1 Les homogalacturonanes.

Les homogalacturonanes sont essentiellement des polyméres d’acide galacturonique
dont I’estérification des fonctions acide carboxylique par le méthanol permet de les classer en
deux catégories en fonction de leur degré de méthylestérification (DM). Ce dernier est défini
comme le pourcentage d'acide galacturonique estérifié rapporté a la totalit¢ de 1’acide
galacturonique ; on trouve les pectines faiblement méthylestérifiées, FM, de DM < 50 et les
pectines hautement méthyl estérifiees, HM, de DM > 50.

Le degré de méthylestérification influe sur I’extractibilité des pectines : en effet, la
présence d’acide galacturonique permet par 1’intermédiaire du calcium de lier deux chaines
homogalacturonanes entre elles. Dans ce cas la structure est dite " boite a ceuf " ou " egg box

(Figure 9). Outres les fonctions carboxylates, on considere généralement que 4 fonctions
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alcool interagissent avec le calcium ; de plus, cette stabilisation peut faire intervenir les
atomes d’oxygene anomériques voire hémiacétals par des liaisons de faible énergie de type
Van der Waals. Contrairement aux pectines HM qui ne peuvent pas étre ainsi stabilisées et
peuvent étre extraites a I’eau chaude, cette configuration nécessite 1’utilisation de chélateurs

de calcium comme ’EDTA pour permettre 1’extraction des pectines FM.

Figure 9 : Schéma de chaines homogalacturonanes stabilisées par Pintermédiaire d’ions calcium®’ : Structure dite

« boite a ceuf »

Plusieurs méthodes ont été développées afin de calculer leur degré de
méthylestérification. Une méthode ancienne, la titrimétrie’®, peut étre utilisée pour les
pectines purifiées. Des méthodes colorimétriques existent également comme par exemple le
dosage du méthanol®® libéré aprés saponification des fonctions ester par la soude. Cette
méthode repose sur la formation du méthanal par action d’une alcool oxydase, puis couplage
de I’aldéhyde avec le Purpald afin d’obtenir un chromophore dosé a 520 nm. Une méthode

spectroscopique comme la spectroscopie infrarouge® (IR) peut étre citée.

2.1.3.2 Les rhamnogalacturonanes.

Les rhamnogalacturonanes | (RGI) sont constitués d'une chaine principale formée de
I'alternance de résidus a-D-galactopyranosyles et a-L-rhamnopyranosyles liés respectivement
en O-4 et O-2. La distribution de ces résidus rhamnosyles branchés le long de la chaine
principale n'apparait pas réguliéere. De plus, la variété des rhamnogalacturonanes | réside dans
celle des chaines latérales ; en effet, prés de 50% des unités L-rhamnose sont substituées en
O-4 par des chaines latérales variées d'arabinane, de galactane, ou d'arabinogalactane.

Les rhamnogalacturonanes 1l (RGII) sont des polymeres tres ramifiés comportant de
nombreux oses rares. Le RG se fixe en O-3 de I’acide galacturonique de la chaine pectique
principale. 1ls sont majoritairement rencontrés sous forme dimérisée par 1’intermédiaire du

bore.
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2.1.3.3 Les chaines latérales : arabinanes, galactanes, arabinogalactanes.

Ce sont les polymeres glucidiques qui composent les chaines latérales des
polysaccharides pectiques. De tailles variables, elles s’insérent sur la chaine pectique
principale en O-4 du rhamnose du RGI. Les arabinanes (a-5-arabinanes) sont formés
principalement par la liaison (1—5) de résidus a-L-arabinofuranosyles qui sont souvent
substitués en O-3 et parfois en O-2 par les mémes résidus. Le degré de branchement et la
présence des résidus arabinopyranosyles dépendent de l'origine du polysaccharide. Le
galactane (B-4-galactane) est une chaine linéaire de résidus B-D-galactopyranosyles liés en
(1—4). Substitué en O-3 par des arabinanes, il forme I'arabinogalactane.

Une représentation schématique d’un modele de structure pectique a été proposée par

Perez et al.?! (Figure 10).

Apiogalacturonane O GaA @ Gal
Homogalacturonane
- ; [JRha A Ara
(HGA) W koo
..... Dha
.... A Api
[ Glea
..................... O Mexyl
P ..,,'RG'I SFe A x
O AcMeFuc M Methyl
1? A AcAce A Acetyl

Figure 10 : Représentation schématique de la structure primaire des pectines.

GalA : acide galacturonique, Gal : galactose, Rha : rhamnose, Ara : arabinose, Dha : acide 3-désoxy-D-lyxo-2-
heptulosarique, KDO : acide 3-désoxy-D-manno-2-octulosonique, GIcA : acide glucuronique, Api : apiose, Fuc :

fucose, MeXyl : 2-O-méthyl-xylose, Xyl : xylose, AcMeFuc : 2,4-O-acétylméthylfucose.
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2.2 Lalignine.
La lignine est un composant majeur des végetaux, sa proportion varie en fonction de
I’espéce variétale. Dans son état naturel, la lignine est une macromolécule amorphe issue de la
polymeérisation aléatoire oxydative de trois monolignols (alcool phénylpropénoiques) :

I’alcool coumarylique, I’alcool coniférylique et 1’alcool sinapylique.

OH OH OH
= = =
OMe MeO OMe
OH OH OH
alcool trans-coumarylique alcool trans-coniférylique alcool trans-sinapylique

Figure 11 : Structures des monolignols.

Contrairement a d'autres polymeéres végétaux, tels que la cellulose, pour lesquels une
formule structurale générale existe, la structure des lignines ne peut pas étre définie de
maniere claire par la répétition d'unités caractéristiques car elles sont liées entre elles de fagon
multiple et en fonction de I’espéce variétale. De plus, dans la paroi cellulaire, les monolignols
peuvent étre oxydés en radicaux libres sous I’influence d’enzymes (laccases et peroxydases),
et ce, de facon aléatoire expliquant ainsi la grande diversité structurale des lignines. La
proportion des trois monomeres et les liaisons intramoléculaires sont trés variables selon
I’origine botanique, le tissu et la localisation au sein de la paroi. Chez les résineux, la
structure de la lignine (Figure 12) dérive a plus de 95% de I’alcool coniférylique tandis que
chez les feuillus, elle provient de 1’alcool coniférylique mais aussi de I’alcool sinapylique. La
lignification est associée au développement des systemes vasculaires des plantes et cette
polymérisation in situ s’accompagne de liaisons covalentes avec la cellulose et les
hémicelluloses, ce qui assure la bonne rigidit¢ de la paroi, mais s’oppose a une bonne
extractibilité des constituants pariétaux, en géneral et des hémicelluloses, en particulier. Les
lignines sont trés résistantes a de nombreux agents chimiques et biochimiques ; cependant,
elles sont difficiles a extraire et les lignines extraites ont des structures souvent différentes des
lignines présentes a I’état naturel (protolignines). De plus, leur grande hétérogéneité de
structure en fait un polymeére abondant peu valorisé. Nous pouvons citer I’extraction par le
bisulfite en milieu acide qui conduit aux composés couramment appelés lignosulfates, utilisés

a I'échelle industrielle comme plastifiant ou complexant, par exemple. De maniéere générale,
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les lignines sont aussi utilisees comme additifs dans des matériaux adhésifs. La principale

valorisation de la lignine, possédant un pouvoir calorifique élevé, reste la combustion.

OH

Figure 12 : Exemple de structure proposée de lignine.??

2.3 Les composes extractibles.

Les écorces et le bois sont également composés de molécules solubles dans 1’eau ou
dans des solvants organiques (alcool, éther...) nommées extractibles. Ces constituants sont de
nature organique ou inorganique (sels minéraux a base de calcium, de magnésium ou de
potassium). Les principaux constituants organiques sont les tanins hydrolysables et
condenses, les terpénes, les sucres circulants et des composés aliphatiques comme les cires et
les acides gras. Ces derniers apportent aux écorces et au bois une couleur, une odeur ou

encore 1I’hygroscopie.
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2.3.1 Les tanins.

Les tanins sont par définition, des substances polyphénoliques d’origine végétale dont
la masse moléculaire est comprise entre 500 et 3000 Da. Contrairement aux lignines, ces
composés sont solubles. On peut les classer en deux catégories : les tanins hydrolysables (ou
gallotanins) et les tannins condensés®® (ou tanins catéchiques). La Figure 13 illustre la

structure de tanins.

HO

HO
HO oH
oH
HO oH
o
o
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n
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OHo" ™
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HO OH

(@) ®)

Figure 13 : Exemple de structure de tanins catéchiques (a) et de gallotanins (b).

Les gallotanins sont considérés comme des polyesters de saccharides avec un ou
plusieurs acides phénoliques.?* Le principal monosaccharide identifié est le glucose ; la
liaison ester est facilement hydrolysable par 1’action d’acides, de bases ou d’enzymes et
conduisent a la formation de monomeres constitutifs comme le glucose, ’acide gallique,
I’acide ellagique...

Les tanins condensés sont des polyméres composés d’unités flavonoides, et en
particulier de procyanidine chez le sapin de Douglas, constitués d’oligomeéres de catéchine et

ros r . 2
d’épicatéchine. °

2.3.2 Autres composes organiques.

Les terpenes sont des molécules organiques extrémement volatiles et sont responsables
de ’odeur dégagée par une plante fraichement coupée. Ils sont biosynthétisés a la suite du
couplage d’entités moléculaires a cinq atomes de carbone. La structure de ces entités dérive
du 2-methylbuta-1,3diene ou isopréne. Les terpenes sont subdivisés en fonction du nombre
d’unités isoprene qui les constitue : les monoterpénes sont généralement des molécules
olfactives comme le limonéne par exemple, les di et triterpénes sont des résines, les
tétraterpenes sont des pigments comme les caroténoides.

18
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Les sucres circulants et oligosaccharides sont des molécules eégalement présentes dans
les écorces et le bois dans une moindre mesure. On rencontre a la fois des monomeres (D-
glucose, D-mannose, D-galactose, D-fructose, L-arabinose, D-xylose, L-rhamnose et D-
fucose), des dimeres (saccharose) voire des triméres tels que le raffinose.

Les composes aliphatiques, représentés en partie par les cires et les acides gras, sont
largement minoritaires dans les écorces et le bois. Les acides gras sont divisés en deux
catégories : les acides gras saturés comme 1’acide palmitique (C1sH3:COOH) et les acides
gras insaturés comme 1’acide oléique (C17H33COOH). Les cires sont des esters de 1’éthyléne

glycol et de deux acides gras ou un ester de d’acide gras et d’alcool a longue chaine.

2.3.3 Les composés inorganiques.

La proportion relative de la matiére inorganique contenue dans 1’écorce est
généralement déterminée par la teneur en cendres de ce méme matériau. Les cendres
représentent une faible part dans la composition chimique de 1’écorce ; a titre indicatif, elles
constituent de 0.7 % de la masse séche du pin (Pinus taeda)?® & 10.7 % de celle du chéne
(Quercus alba).?’ Les éléments minéraux de I’écorce et du bois sont de nature trés variée. Les
plus représentés sont le calcium, le potassium et le magnésium. Ces principaux éléments sont
souvent trouvés sous forme de sels associés aux carbonates, silicates, phosphates ou encore
oxalates. Une étude menée sur huit especes d’arbres a montré que les éléments minéraux sont
répartis €quitablement entre I’écorce et le bois.?® L’écorce ne représentant que 16 % de la
masse du tronc, elle peut donc étre considérée comme un lieu de stockage privilégié des

¢éléments minéraux de 1’arbre.
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Premiére partie : Etat de la question. Chapitre 2 : La biosorption.

1 Le phénomene de biosorption.

Les principales méthodes conventionnelles employées pour 1’épuration des eaux
contaminées en métaux lourds reposent sur la neutralisation et la précipitation®®, I’oxydation
ou la réduction chimique, les traitements électrochimiques®, les techniques de séparation
membranaire® comme 1’osmose inverse, I’échange d’ions®® et 1’adsorption.*® Bien que trés
efficaces, ces méthodes sont parfois colteuses a grande échelle et nécessitent la création
d’installations spécifiques. Par ailleurs, dans un contexte de développement durable, les
grands noms de I’industrie du traitement de I’eau semblent promouvoir le développement des
écotechnologies, ce qui explique sans doute 1’émergence d’alternatives technologiques
privilégiant le recours a 1’utilisation d’adsorbants d’origine naturelle.

La mise en ceuvre de la biosorption fait appel aux technologies déja existantes dans le
secteur de I’échange d’ions ou de I’adsorption sur charbon actif. La biosorption met en jeu des
mécanismes complexes et variables qui sont le reflet a la fois de la diversité chimique du
matériau biosorbant mais aussi du type de métal a adsorber.

1.1 Les acteurs de la biosorption.

1.1.1 Les biosorbants.

La littérature est riche de nombreux exemples de biosorbants de natures diverses
(Tableau 2) aptes a la rétention des cations métalliques. De nature végétale, fongique, algale
ou minérale, les biosorbants ont des capacités de rétention trés variées comprises entre 0,049
méq.g™ (adsorption du cadmium par le bois de genévrier) et 1,951 méq.g™” (adsorption du
plomb par les coquilles de noix de pécan). Les écorces, qu’elles soient issues d’essences
exploitées ou non, figurent parmi les candidats de capacités intermédiaires. 1l est cependant

délicat de comparer ces données en 1’état car les conditions opératoires sont trés variables.
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Tableau 2 : Capacité de rétention du plomb ou du cadmium de quelques biosorbants.

Bi - Cations Capacité maximale de Références
iosorbants
métalliques rétention (méq.g™) bibliographiques
Paille d'orge Pb** 0,213 =
Symphorine Symphoricarpus o2 0572 ”
albus '
Son de riz Pb** 0,535 %
Coques de noisettes Corylus o2 0.250 2
avellana '
Coquilles de noix de pécans pp?* Lo51 .
Carya illinoensis '
Macromycetes pp?* 0.353 %8
Amanita rubescens '
Graines de Strychnos pp?* 0151 29
potatorum Strychnos potatorum '
Sciure de pin sylvestre Pinus o2 0.204 0
sylvestris '
Ecorce d’acacia Acacia
Pb** 0,707 “
leucocephala
Pleurote Pleurotus platypus Ccd* 0,624 4
Bois du papayer Carica papaya Cd* 0,307 3
Champignons Aspergillus niger Ccd* 0,066 “
Algues du Nil Cd* 0,533 45
Ecorce de genevrier Juniperus o 0.183 "
monosperma '
Bois de genevrier Juniperus ot 0.049 "
monosperma '
Dolomie Pb** / Cd** 0,433/0,048 o
Goethite Pb** 0,102 48
Montmorillonite Pb** 0,096 8
Acides humiques Pb** 0,209 8

Certains auteurs ont souhaité quantifier la participation des différents constituants des

biosorbants organiques afin d’étudier la contribution de chaque polymére. Une étude

effectuée sur les fibres de grignons*® de pommes, de poires, de roses musquées et d’aronia a
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montré des différences significatives liées a la nature des polymeres et des métaux considéres
voire de I’espéce utilisée. Neanmoins, cette étude montre une contribution principale des
pectines puis des polyphénols et des hémicelluloses dans le cas de I’adsorption du plomb.
Concernant le cadmium, les pectines sont également le principal polysaccharide d’adsorption
mais dans une moindre mesure ; 1’adsorption sur les autres polymeéres est plus ou moins
répartie en fonction de 1’espéce. Dans ce cas, la contribution des lignines et de la cellulose
dans le processus d’adsorption est relativement faible. Ces résultats sont cependant & modérer
car la répartition des différentes classes de polysaccharides au sein des espéces est variable.
C’est ce qu’ont montré Casterline et Yuoh® qui ont mis en évidence des niveaux de

contribution des polysaccharides différents lors de 1’adsorption.

1.1.2 Les polluants.

Les polluants sont de natures diverses et fonction de la nature du site a dépolluer. De
nombreux travaux concernent la biosorption de composés organiques comme les acides gras®*
ou les herbicides.®* Une autre application connue est la biosorption atmosphérique® par les
écorces par exemple qui permet de renseigner 1’état de pollution d’un lieu précis. Notre étude
s’est orientée vers 1’élimination des éléments métalliques tels que le plomb et le cadmium.
Classés parmi les éléments de transition, ils ne sont pas connus comme oligoéléments
contrairement a d’autres ¢léments métalliques comme le cuivre, le zinc, le cobalt...
Anciennement appelés métalloides puis métaux lourds, ils sont désormais connus sous le nom

d’éléments traces métalliques (ETM).

1.1.2.1 Le plomb.

Le plomb est un élément chimique de la famille des cristallogenes. Il existe a 1’état
naturel a des teneurs variées dans des zones geographiques réparties a travers le monde. Il se
manifeste surtout sous forme de sulfure dans la galene, principal minerai duquel il est extrait.
Sous forme métallique, il apparait d’aspect gris-blanchétre. Actuellement utilisé pour la
fabrication de batteries, d’accumulateurs, de munitions, de dispositifs de protection contre les
rayonnements nucléaires..., il entre également dans la composition chimique de certains
alliages comme le laiton et le bronze. Son utilisation ancienne dans la conception des
canalisations d’eau a causé de nombreux dégats sur la santé. Tres toxique a faible dose, il est
responsable de maladies connues sous le nom général de saturnisme. Il existe a deux états

d’oxydation (II et V), cependant la forme II est la plus couramment rencontrée.

23



Premiére partie : Etat de la question. Chapitre 2 : La biosorption.

1.1.2.2 Le cadmium.

Le cadmium existe a 1’état naturel, a différentes teneurs ; présent sous forme de sulfure
dans la greenockite, minerai trés rare, il est principalement extrait comme sous-produit des
minerais de zinc, de plomb ou de cuivre. C’est un métal blanc qui ternit au contact de 1’air se
recouvrant ainsi d’une couche protectrice le rendant inoxydable par les conditions
atmosphériques. Cette propriété lui conféere de nombreuses applications dans le domaine du
traitement de surface. Le cadmium est principalement utilisé dans les piles et accumulateurs,
dans divers composants électroniques et, dans de faibles quantités, dans certains alliages avec
le cuivre. Outre sa forme métallique, il n’existe qu’a 1’état d’oxydation II.

Les principales sources de rejet sont la sidérurgie, la métallurgie et les industries
extractives®. Bien que son utilisation soit en déclin, les apports de cadmium dans les milieux
aquatiques vont perdurer en raison notamment de la présence d’apports diffus trés importants

causés par des utilisations anciennes.

1.2 Les causes de la biosorption.

La biosorption est définie comme un état d’équilibre entre un biosorbant et un cation
métallique en solution. Le phénomeéne de biosorption est souvent présenté comme un échange
d’ion ou les cations métalliques présents en solution sont échangés contre un proton a la
surface de 1’écorce (Figure 14). Un tel mécanisme trouve son origine dans la composition

5% les fonctions

chimique des écorces ou les fonctions acide carboxylique des pectines
phénoliques des tanins condensés® et des lignines>® sont désignées comme les principaux
sites d’adsorption. L’adsorption sur les autres constituants des écorces est aussi envisageable.
C’est notamment le cas des hémicelluloses® ou de la cellulose.®® D’autres types d’interactions
existent avec d’autres grandes classes de molécules telles que les protéines par exemple ;
cependant, ces derniéres n’interviennent que de maniére négligeable du fait de leur trés faible

proportion dans les écorces.

24



Premiére partie : Etat de la question. Chapitre 2 : La biosorption.

Cations
meétalliques

Ecorce Protons

Polyzaccharides

Figure 14 : Schématisation de la biosorption.

1.3 Les parametres influencant la biosorption.
La biosorption est due a deux types de facteurs: les facteurs intrinséques liés
directement aux caractéristiques des biosorbants et les facteurs extrinséques liés aux

conditions expérimentales.

1.3.1 Les paramétres intrinseques.

Ces paramétres sont dus au couple biosorbant / métal en solution considéré. Dans
I’étude sur la biosorption des cations métalliques par les écorces brutes, il a été montré au
LCSN® que les capacités et I’affinité des écorces pour les métaux étaient sélectives et
dépendantes,

- d’une part pour les métaux : de leurs caractéristiques physicochimiques (polarisabilité,
enthalpie d’hydratation, nombre d’électrons célibataires),

- d’autre part pour les écorces : de leur composition chimique et plus précisément de la
présence de fonctions carboxyliques (pectines et hémicelluloses) ou hydroxyles phénoliques
(lignines) désignées comme responsables de I’adsorption.

Outre les interactions coulombiennes qui sont proportionnelles a la charge électrique de
chaque entité et inversement proportionnelles au carré de la distance qui les sépare, un tel
comportement peut étre expliqué par la théorie HSAB établie par Person.®? En effet, outre la
classification de Bronsted qui caractérise les acides et les bases par leurs aptitudes respectives
a donner ou fixer un proton, et la classification de Lewis qui caractérise les acides et les bases
par leurs aptitudes respectives a attirer ou donner un doublet d’électrons, la classification
selon la force (dure ou molle) renvoie aux propriétés intrinseques du site acide ou basique.

Cette classification est établie selon la taille du site, la charge électronique de la couche de
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valence et 1’électronégativité des éléments. Par conséquent, un acide dur sera de faible
électronégativité, de petite taille et de charge positive importante ; de méme une base dure
sera de forte électronégativité, de petite taille et de charge négative (Tableau 3). Il découle de
cette classification la regle suivante : les acides durs réagissent principalement avec les bases
dures et les acides mous avec les bases molles. L’affinité du plomb (acide de force moyenne)
est donc meilleure pour des sites basiques moyens tels que les amines conjuguées a un cycle
aromatique et les sulfates que pour des sites carboxylates (sites basiques durs). A I’inverse, le

cadmium présente une meilleure affinité pour les sites acides durs.

Tableau 3 : Classification de quelques groupements fonctionnels selon la théorie HSAB.

Acides Bases
durs moyens mous dures moyennes molles
WLV N, K H,O, NH; RNH CeHe, CO
Mg?, Ca?*, Sr?*, sn?* | Co®, Ni¥*, Cu®, Cs*, S o
3+ 3+ 3+ 3+ 24 + CI_I N03_7 RO_I (PNH21 CN-I H-l Rv
Al’", Sc™*, Ga™', In™, Zn7, Ag’,
) . e o OH’, F, RCOO, NO,, SO5 RS’,I, SCN’,
uo,*, Pb Hg*, Cd . .
cr¥, Fe¥, As* PO4", SO 520

1.3.2 Les parametres extrinseques.

Contrairement aux parametres intrinséques pour lesquels 1’expérimentateur ne peut
agir, les paramétres extrinséques ont fait 1’objet de nombreuses recherches afin d’identifier les
conditions expérimentales optimales. Ces études portent sur la taille des particules, la nature
des contre ions en solution, la présence d’autres contaminants susceptibles de s’adsorber, le
pH des solutions ou encore le rapport solide/liquide dans le cas d’une adsorption en batch.

v' Si la taille des particules ne devrait pas, en théorie, influencer les propriétés
d’adsorption, de maniére générale, plus la granulométrie est faible, plus la capacité
de rétention est élevée.®®

v' La nature des contre ions en solution conditionne la disponibilité des cations
métalliques en solution.®* En effet, au cours de 1’échange d’ions, les protons
relargués dans le milieu vont s’apparier avec les anions ; les paires d’ions formées
sont d’autant plus dissociées que 1’acide conjugué est fort : dans ce cas, les protons

seront plus disponibles pour 1’adsorption et entreront davantage en compétition avec
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les cations métalliques. C’est pourquoi les solutions de chlorure, sulfate ou nitrate
défavorisent 1’adsorption par rapport aux solutions d’acétate par exemple.

v La compétition avec d’autres éléments limite la biosorption ; elle peut avoir lieu avec
des composés organiques® ou des solutions métalliques multiéléments.®

v Le pH67 conditionne la forme d’une espece en solution. Les ions métalliques doivent
étre présents sous forme soluble (non précipités sous forme d’hydroxydes par
exemple) en milieu légerement acide. Cependant, 1’activité des protons ne doit pas
étre trop forte pour ne pas trop interférer avec les cations a adsorber. La plupart des
expériences mises en place dans la littérature sont effectuées pour des pH compris
entre 4 et 6 avec des différences fonction des cations métalliques.

v' Si dans le cas d’une adsorption en colonne, la masse de biosorbant est fixée, en batch
la quantité de biosorbant en solution influe sur les capacités de rétention* La
littérature distingue deux cas : plus la quantité de biosorbant en solution est élevée,
plus la capacité de rétention est faible ; a I’inverse plus la quantité de biosorbant est
élevée, plus la solution est dépollué (la concentration résiduelle en ions métalliques a

I’équilibre est faible).

2 Modélisation mathématique.

La capacité maximale d’adsorption en cations métalliques par un biosorbant donné est
I’une des caractéristiques souvent recherchée par les auteurs. Elle est exprimée en termes de
quantité de cations métalliques fixés par unité de masse du biosorbant utilisé. Cependant les
données de la littérature sont parfois difficilement comparables du fait de la diversité des

conditions opératoires mises en ceuvre.

2.1 Représentation de la biosorption.

2.1.1 L’isotherme d’adsorption.

Depuis de nombreuses années, plusieurs équipes ont souvent souhaité modéliser la
biosorption. Les isothermes d’adsorption sont souvent utilisées pour décrire ce phénomeéne.
Dans ce contexte, I’adsorption définit des réactions de surface permettant I’accumulation des
matiéres organiques ou inorganiques a ’interface solide-liquide. Les isothermes d’adsorption
traduisent 1’existence ou non d’un équilibre dynamique qui s’établit, & température fixe, entre

la fraction des cations métalliques fixés au biosorbant et la fraction des cations restant libres
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en solution. La connaissance des isothermes d’adsorption des corps purs permet de déterminer
la quantité de produit adsorbé tout comme la sélectivité d’un solide vis-a-vis des composes du
mélange. La description de 1’équilibre d’adsorption est fondamentale pour caractériser un
couple adsorbat/adsorbant solide. Les isothermes d’adsorption d’un composé peuvent
présenter plusieurs formes ; elles sont divisées en cing groupes (Figure 15) suivant la

classification proposée par Brunauer.®®

Type [ Type II Type III Type IV Type V

Concentration résiduelle a I’équilibre

Figure 15 : Classification des isothermes d’adsorption.

v’ Isotherme de type | : adsorption favorable sur des solides microporeux. La quantité
adsorbée est importante méme pour de faibles concentrations de polluant.

v Isothermes de type Il et 111 : elles sont généralement observées pour des adsorbants ayant
une large gamme de tailles de pores. Pour chaque systeme, il y a une progression
continue avec la création de multicouches d’adsorption. Elle est due a une condensation
capillaire dans les mésopores.

v" Tsothermes de type IV et V : dans ces cas, I’adsorption est dite défavorable puisqu’il faut
une forte concentration de composé en phase liquide pour avoir des quantités adsorbées

importantes.

2.1.2 Le modele de Langmuir.

L’isotherme d’adsorption de Langmuir a été initialement établie pour modéliser
I’adsorption de molécules gazeuses par un matériau solide. Elle a été par la suite appliquée a
I’adsorption de molécules en solution. Son expression est obtenue a partir d’'une équation de
conservation du nombre total de sites et de la constante d’un équilibre d’adsorption.
L’hypotheése en matiere d’adsorption est que le nombre de sites d’adsorption « S », a la
surface d’un solide devient occupé par I’adsorbat de la solution « C¢q ». En employant une
steechiométrie 1:1, I’équation de Langmuir est obtenue a partir de 1’équilibre suivant :
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S+Csq == SC

ou «SC» constitue 1’adsorbat sur un site d’absorption. La constante d’équilibre pour la

réaction precédente peut étre representée par la relation suivante :

[SC]/[S] [Ceql = b
()

oU « b » correspond a la constante d’équilibre de la réaction. Avec comme hypothése que le
nombre de sites d’absorption total «ST» est fini, I’expression ci-dessous peut alors étre
employée :

[STI=[S] +[SC]

@
En combinant les équations (1) et

(2) , la relation mathématique suivante est obtenue :

[SC] =b [ST] [Ceql / (1 + b [Ced])
@)
En définissant la concentration de surface « q » par I’expression ci-dessous :

q = [SC] / masse d’adsorbant

4)
Qmax = [ST] / masse d’adsorbant

(5)
Le mod¢le de I’isotherme de Langmuir repose néanmoins sur les hypothéses suivantes :

- ’équilibre de I’adsorption s établit jusqu’a la formation d 'une monocouche ;

- la matrice est composée de sites d’adsorption tous équivalents et qui se répartissent de

maniére uniforme a sa surface ;

- [’énergie d’adsorption qui régit les équilibres d’échanges microscopiques de chaque

site est identique et indépendante de I’état d’occupation des sites voisins ;

- les especes adsorbées interagissent avec un seul site.
Le principal inconvénient associé a I’'utilisation de ce modele est que d’un point de vue
théorique, il ne s’applique qu’a un milieu ou la force ionique, le pH et les concentrations des
ligands sont constants. Par ailleurs, la présence d’un seul type de site d’adsorption n’est pas

toujours vraie.
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2.1.3 Autres modéles mathématiques.

Le modeéle de Langmuir n’est pas le seul a étre utilisé par les auteurs travaillant dans le
domaine de la biosorption. Le modéle de Freundlich® est également souvent développé. Ce
dernier tient compte de 1’éventualité de plusieurs sites d’adsorption mais son équation
mathématique, basée sur un modele empirique, ne permet pas de travailler en conditions
saturantes car l’adsorption est mathématiquement infinie ce qui est expérimentalement
impossible. Ce modeéle empirique s’appuie sur la représentation mathématique suivante :

g=m[M]"
(6)
La comparaison des modéles de Langmuir et Freundlich a fait 1’objet de nombreux
travaux'®"* ; il est difficile de conclure quant & la meilleure modélisation car elle est fonction
du biosorbant et des conditions opératoires.

D’autres modeles mathématiques sont parfois signalés dans la littérature. Souvent plus
complexes, ils demeurent moins utilisés. lls résultent parfois de modeles existants comme
celui de Reddlich-Peterson’® qui découle du modéle de Freundlich, ou celui proposé par
Sips73 qui découle de la combinaison des modeles de Langmuir et Freundlich. D’autres

traduisent des phénoménes différents en permettant 1’étude d’une adsorption en

multicouches™ ou indépendante de la température.”

2.2 Aspects thermodynamiques.

La notion de thermodynamique est trés importante en chimie car cette science
s’intéresse au bilan énergétique des réactions. Le phénoméne de biosorption est le plus
souvent décrit par les auteurs au travers de la capacité maximale de rétention et par I’affinité.
Cette derniére traduit 1’état d’équilibre d’adsorption et permet de calculer 1’énergie mise en
jeu lors du processus de biosorption. Le Tableau 4 donne quelques exemples de grandeurs
thermodynamiques calculées au cours de la biosorption d’ETM par les écorces. Les valeurs
négatives de 1’énergie libre traduisent un phénomeéne spontané de 1’adsorption. Cependant,
I’enthalpie, représentant 1’énergie mise en jeu lors de la réaction, peut étre négative
(phénomeéne endothermique) ou positive (phénomene exothermique). Les valeurs de

I’entropie sont pour leur part tres faibles.
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Tableau 4 : Exemples de grandeurs thermodynamiques de I’adsorption de cations métalliques sur les écorces.

) Cations T AG AS AH Références
Biosorbants ] o )
métalliques (K) (kJ/mol) (kJ/mol/K) (kJ/mol)  bibliographiques
) 303 -1,892 -0,032 -11,588
Ecorces d'acacia - a
) Cd 313 -2,198 -0,032 -12,214
Acacia leucocephala
323 -2,522 -0,032 -12,858
) 303 -3,876 -0,057 -21,147
Ecorces d'acacia o a
. Pb 313 -4,379 -0,057 -22,220
Acacia leucocephala
323 -4,997 -0,057 -23,408
o 293 -3,080
Ecorces de pin Pinus - 7
. Pb 303 -3,250 0,017 1,970
brutia Ten
313 -3,420
203 -6,147
Ecorces d’acacia -
] Ni 313 -6,945 -0,055 10,389 6
Acacia leucocephala
323 -7,847
Ecorces 2 333 -0,737
Cr 0,101 33,00 "
d’eucalyptus 343 -1,850
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Si la biosorption des ETM est un phénoméne passif, la phytoextraction est un
phénomeéne actif présent chez les plantes. Le stress métallique engendré par la présence de
polluants dans I’environnement implique une adaptation des végétaux afin de résister a cette
contamination. Les stratégies de défense permettent aux plantes de coloniser la plupart des
anciens sites miniers ou des friches industrielles. Celles qui s’y développent sont parfois
capables de stocker les ETM a des teneurs élevées: elles sont alors qualifiées
d’hyperaccumulatrices. Les plantes développent des stratégies de décontamination a différents
niveaux comme la phytostabilisation, la phytovolatilisation, voire dans certains cas, la

phytodégradation des composes organiques (Figure 16).

Figure 16 : Schéma des différentes stratégies de décontamination d’un sol pollué grace a un arbre.”

(source : http://taste.versailles.inra.fr)
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1 Les techniques de réhabilitation des sols.

1.1 La phytoremédiation.

1.1.1 La phytoextraction.

La phytoextraction est I’utilisation de végétaux qui peuvent absorber les ETM ou les
polluants organiques du sol et les accumuler dans différents organes, notamment dans les
parties aériennes.” Cette technique peut étre améliorée en ajoutant des amendements au sol
pour augmenter la biodisponibilité et 1’absorption des contaminants par les plantes : ce sont
des agents chélatants ou acidifiants. L’éthyléne diamine tétra-acétate (EDTA) est tres efficace
pour améliorer la phytoextraction du Cd mais aussi du Pb, Cu, Ni et Zn. D’autres chélateurs
sont plus spécifiques du Cd: c’est le cas de I’acide nitrilotriacétique (NTA). Des acides
organiques comme I’acide citrique, I’acide malique ou ’acide oxalique® sont aussi utilisés,
mais ils semblent moins efficaces. Cependant, le choix des plantes doit étre effectué en
fonction des objectifs de la phytoextraction : 1’utilisation d’espéces a feuilles caduques par
exemple peut conduire a un retour au sol des ETM qu’elles ont absorbés. Pour étre efficaces,
les plantes mises en ceuvre dans le cadre de la phytoextraction doivent présenter une
croissance rapide et accumuler de fortes quantités d’ETM dans les parties aériennes.®

Les avantages de la phytoextraction sont multiples. Outre I’aspect esthétique évident,
les végétaux introduits permettront de limiter la dispersion des ETM par érosion éolienne et
lessivage. L’utilisation de végétaux hyperaccumulateurs et donc I’extraction des polluants au
cours du temps permet le retour d’une vie fongique, bactérienne et finalement le retour
d’autres especes végétales plus sensibles aux contaminations. Un autre intérét de la
phytoextraction est la simplicité de sa mise en ceuvre. Cela se traduit par un codt tres faible de
traitement pour la gestion de grandes superficies.

Comme toute technique, la phytoextraction présente quelques limites. Le processus
peut étre considéré comme long et prend plusieurs années: ¢’est un réel handicap lors qu’un
site doit étre réhabilite rapidement pour une utilisation nouvelle. De plus, il est souvent
difficile de récuperer les éléments en profondeur. En effet, la croissance et le développement
racinaire sont ralentis sur un substrat contamingé. Par ailleurs, il est peu fréquent de rencontrer
un sol contaminé par un seul élément qui plus est réparti de maniere homogéne. La nature des
pollutions observées tout comme la concentration des polluants est souvent complexe. La

phytoextraction est plus adaptée pour des sols moyennement et faiblement contaminés.
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Les ETM accumulés par les plantes peuvent étre récupérés par incinération de la matiere
végétale dans la limite ou les conditions ne conduisent pas & la volatilisation des éléments.®
Des travaux effectués notamment sur I’extraction du nickel par Streptanthus polygaloides a
grande échelle mettent en avant a la fois la valorisation de la biomasse par combustion et
transformation en électricité, et la récupération du métal suite a la combustion de la
biomasse.®® Cette étude compare cette culture & une culture traditionnelle de blé sur des terres
arables et montre une plus forte rentabilité pour la phytoextraction. Cette technique pourrait
s’avérer d’autant plus rentable que I’ETM récupéré est coliteux, ce qui est le cas pour ’or par

exemple.

1.1.2 Autres techniques de phytoremédiation.

Ainsi qu’en atteste la Figure 16, les techniques de phytoremédiation sont multiples et
comprennent : la phytostabilisation, la phytodégradation et la phytovolatilisation. La
phytostabilisation diminue la fraction échangeable des ETM en stockant le contaminant dans
le systéme racinaire ou en favorisant son insolubilisation dans la rhizosphere. Elle limite
I’érosion et le lessivage du sol. Ce n’est pas une dépollution au sens strict car elle ne permet
pas d’extraire le contaminant mais cette technique est utilisable sur des sites pour lesquels les
autres méthodes ne sont pas applicables. Comme pour la phytoextraction, 1’efficacité de cette
technique peut étre améliorée par ’apport d’amendements au sol qui vont immobiliser les
contaminants ; on parle alors de phytostabilisation aidée.®* Cette technique est utilisée
lorsque les sols sont fortement contaminés ou que la phytoextraction serait trés longue. Au
final, la mobilité du contaminant et son entrée dans la chaine alimentaire sont réduites, et le
couvert végétal va permettre d’accélérer le processus d’atténuation naturelle du sol.®® La
phytodégradation (ou rhizodégradation), correspond a la dégradation des polluants
organiques dans la plante elle-méme ou grace aux microorganismes associés aux plantes dans
leur rhizosphere ou dans leurs racines (mycorhizes, endophytes bactériens). Les plantes
peuvent dégrader des composés organiques grace a leurs enzymes ; dans certains cas, la
dégradation peut avoir lieu dans les parties aériennes. Ces dernieres contribuent différemment
a I’élimination de certains composés par phytovolatilisation. Dans ce cas, les contaminants
sont relargués dans 1’atmosphére ; il peut s’agir d’éléments minéraux tels que le selénium et le
mercure’. Par ailleurs, une autre technique s’est développée ces derniéres années reposant sur
I’activité racinaire des plantes : la rhizofiltration. Elle est basee sur la capacité des systemes

racinaires de certains végétaux a prélever et/ou dégrader les polluants a partir d’un milieu
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liquide. Cette méthode s’applique dans les zones humides, artificielles ou naturelles, et pour
des plantes telles que les roseaux dont les racines supportent la vie en milieu aquatique.

Enfin, citons une technique, I’atténuation naturelle, qui consiste a laisser réduire la
toxicité des contaminants par dilution, dispersion, biodégradation, sorption, échange d’ions,
complexation, compétition, humification et volatilisation, en laissant I’écosysteme contaminé
réagir sans intervention. Elle est basée sur les capacités du milieu a se remédier seul, c’est la
résilience. Cette technique est de loin la moins colteuse mais trés lente et peu efficace a

moyen terme.

1.2 Approche chimique et physique.

Il existe également des techniques physiques, comme I’excavation, qui consiste a
enlever la couche de sol contaminé et & la déposer ailleurs. Cette méthode n’est pas une
décontamination mais un déplacement de la zone contaminée. La solidification est I’ajout au
sol d’un élément de cimentation pour former un matériel non poreux, non lessivable et
solide®. Le méme résultat peut étre obtenu en chauffant le sol pour le transformer en verre
(vitrification). L’encapsulation ou la couverture du sol (capping) consiste a recouvrir le sol
contaminé avec une couche imperméable. Dans certains cas, le labourage des horizons
profonds est effectué afin de mélanger les couches superficielles contaminées avec les
couches profondes non contaminées ; cette méthode consiste en une dilution de la
contamination.

Par ailleurs, des techniques chimiques existent: souvent considérée a éviter, la
lixiviation (washing) consiste a lessiver les contaminants de maniére contr6lée a I’aide de
chélateurs. L’immobilisation des contaminants dans le sol est realisee par I’apport
d’amendements qui provoque des réactions de précipitation, d’échange d’ions et d’adsorption
sur les colloides du sol.®” Les modifications du pH sont essentielles car la solubilité des
cations diminue quand le pH augmente. Le chaulage peut donc étre une technique efficace :
les cations précipitent sous forme d’hydroxydes ou carbonates. Cependant, ces techniques
présentent de nombreux inconvénients : elles sont souvent difficiles a mettre en place,
colteuses, destructrices pour les écosystemes et ne permettent pas la récupération des

éléments.
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2 Lecadmium et les plantes.

De maniere générale, ce sont les racines (zone en contact avec la contamination) qui
accumulent les ETM. Les parties reproductrices (fleurs, fruits, graines) sont généralement
épargnées et les autres parties aériennes (tiges et feuilles) contribuent de maniere
intermédiaire a 1’accumulation des ETM. Lorsque les ETM parviennent jusqu’aux parties
aériennes, ils peuvent étre stockés préférentiellement dans les feuilles agées® au détriment des

feuilles jeunes voire dans certains cas au niveau des trichomes.®

Aprés leur absorption par les plantes, les cations métalliques se fixent dans un premier
temps au niveau des parois cellulaires ; c’est pourquoi une grande partie n’est pas transportée
jusqu’aux parties aériennes et restent dans les parties souterraines. Cependant, de grandes
différences existent d’une espece a I’autre. Si la majorité des plantes concentre les ETM dans
les racines, certaines ont la particularité de les véhiculer vers les parties aériennes et de les
accumuler & de fortes teneurs. Pour les plantes dont ces derniéres dépassent 1 mg.g™ de
matiére séche, on parle de plantes hyperaccumulatrices.®® Cependant des exceptions existent :
dans le cas du cadmium, une plante est dite hyperaccumulatrice si la teneur en Cd dépasse 0,1
mg.g™* de matiére séche. Ces espéces sont rares (environ 450), certaines sont spécifiques d’un
seul élément, d’autres de plusieurs, et présentent généralement une production de biomasse

faible car elles utilisent leur énergie dans des mécanismes de défense contre les ETM.

2.1 L’absorption des ions par les plantes.

Pour se développer, les plantes ont besoin de macroéléments tels que 1’azote, le
phosphore, le potassium, le calcium, le magnésium, le soufre mais également d’oligoéléments
comme le fer, le zinc, ou le cuivre... L’absorption des nutriments par les plantes est effectuee
au niveau racinaire. Les plantes ont développé des mécanismes trés spécifiques pour absorber,
déplacer et stocker ces éléments nutritifs. Bien que le mécanisme de I'absorption des ions par
les plantes soit un phénomeéne sélectif, il est souvent constaté une adsorption de certains
contaminants en surface des racines et des cellules comme les ETM non essentiels, c’est le

cas du Cd. Les mécanismes de I'absorption par les plantes reposent sur :
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v la diffusion simple : les ions empruntent les canaux ioniques et passent au travers
de la membrane, entrainés par un gradient de concentration, ce qui limite la
concentration maximale possible de I’ion a l'intérieur de la cellule ;

v'le transport facilité qui requiert la présence de transporteurs membranaires sélectifs.
La vitesse de transport des ions au travers de la membrane est augmentée mais
limitée par le nombre de transporteurs disponibles ;

v le transport actif permet de transporter les ions. Un tel mécanisme est
énergétiquement colteux pour la plante. Il nécessite la consommation de molécules
d’ATP (adénosine triphosphate). L'absorption de Cd par les plantes non-
accumulatrices est considérée comme opportuniste. Dans ce cas, le Cd emprunte les
transporteurs spécifiques des ions Zn**, Cu®* ou Fe?*, ou via les canaux calciques™.
Quelques exemples de transporteurs peuvent étre cités comme ceux de la famille ZIP
qui permettent le transport des éléments de transition® comme le Fe(ll), le Zn, le Mn
etle Cd.”

Un autre mode d’absorption au niveau foliaire est possible, notamment lors de
retombées atmosphériques. Cependant, dans le cas de 1’absorption des ETM, ce processus
reste limité sauf dans des zones situées a proximité de complexes métallurgiques et demeure
largement controversé. Les ETM pénétreraient dans les plantes au niveau des stomates ou de

la cuticule des feuilles.®
2.2 Cas de accumulation du Cadmium.

2.2.1 Toxicité.

L’accumulation du cadmium dans les plantes induit des stress a différents niveaux. Sur
le plan visuel, un ralentissement de la croissance, une chlorose voire une coloration brunatre
des feuilles, des taches rougeéatres sur les tiges, des nécroses pouvant entrainer la mort des
individus, sont observables. Une diminution de la nutrition minérale® est parfois identifiable
lors de I’exposition a des teneurs élevées de Cd ; en effet, le cadmium entre en compétition
avec des oligoéléments. Dans le cas de teneurs plus faibles, les changements au niveau du
métabolisme cellulaire sont fréquemment observés avant 1’apparition de symptomes visuels.
La photosynthése et la respiration cellulaire sont alors altérées.”

L’activité des enzymes a été utilisée afin d’évaluer la toxicité des ETM.% L’un des
principaux effets toxiques des ETM est le stress oxydatif.®” Une étude effectuée sur Phaseolus
vulgaris L. exposé en condition naturelle & une concentration de 2 UM en cadmium a montré

fl98

qu’une telle contamination suffisait a induire un stress oxydati Méme si les espéces
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réactives de I’oxygenes (ROS) sont formées au cours du métabolisme normal des plantes (lors
de la réduction incompléte de I’oxygene au cours de la respiration), I’augmentation, et leur
concentration intracellulaire est souvent accrue par des stress comme la sécheresse, la salinité,
les rayonnements UV, les chocs thermiques ou la présence d’ETM dans le milieu™... Les
formes réactives de I’oxygenes (O, : radical superoxyde, HO, : radical perhydroxyle, HO :
radical hydroxyle, des formes non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogene...) sont de
puissants agents oxydants capables d’altérer 1’activité enzymatique, de perturber le
métabolisme végétal (photosynthése et respiration), d’oxyder les protéines, d’altérer les
membranes cellulaires via le phénomene de peroxydation lipidique, d’endommager I’ADN et
ainsi de générer des dommages irréversibles pouvant conduire & la mort cellulaire.® Pour ces
raisons, les ROS sont généralement considérées comme des entités phytotoxiques et il est
reconnu que leur accumulation joue un role dans la mort des cellules végétales.®* Par ailleurs,
il a été montré'® que la présence de ROS, et notamment de H,O,, joue le réle de signalisation
de l’attaque d’un pathogéne et induit la lignification des parois cellulaires. Le role des ETM
dans la formation de ROS peut étre li¢ a une de leur propriété qui est d’exister sous plusieurs
¢tats d’oxydation pour certains d’entre eux. Cependant, le cadmium, qui n’existe qu’a 1’état
d’oxydation (II), pourrait induire une accumulation des ROS en perturbant certaines voies
métaboliques ou en inactivant des enzymes du systeme antioxydant, contribuant ainsi a

. . . . . 103
I’épuisement des réserves cellulaires de molécules antioxydantes.

2.2.2 Les mécanismes de tolérance.

Si le cadmium induit la production de ROS, les plantes ont développé des mécanismes
de défense spécifiques et appropriés. Trois enzymes jouent un réle fondamental dans la
détoxification ; il s’agit des superoxydes dismutases, des catalases et des peroxydases.***
Ces enzymes ont des actions complémentaires et permettent la dégradation des ROS en eau et
dioxygene. Outre I’élimination des ROS susceptibles de se former, certains végétaux ont
développé d’autres mécanismes de tolérance et en particulier la chélation ou la complexation
des ETM. Les principaux ligands intracellulaires sont des ampholytes organiques ou de petits
peptides chélateurs comme les métallothionéines (MT) et les phytochélatines'® (PCs). Les
PCs (Figure 17) sont riches en cystéine et leur synthése est effectuée a partir du glutathion par

la phytochélatine synthase en présence d’ETM.*®

39



Premiére partie : Etat de la question. Chapitre 3 : La phytoextraction.

H, fcu,sw
H=]—HN o c “c MH COMH
‘;c:' H,\EH,/ \HH!“ \c{,ﬁ \HI::H;/
Hoc' H !-_!, I
—_— e ——
Acide glutamique  Cwvstéine Glycine

Figure 17 : Structure d’une phytochélatine, 2 < n < 11.

La complexation des métaux par les PCs permet de réduire la toxicité des ions métalliques en
diminuant leur concentration libre et donc la possibilité d’activer la production de ROS.
L’hypothese de leur implication dans les processus de tolérance vient d’une observation
expérimentale concernant leur accumulation chez de nombreuses plantes en réponse a une
contamination en ETM dont le Cd, leur accumulation a été montrée au laboratoire chez
Arabidopsis thaliana.!®” Les MT sont des protéines caractérisées par leur richesse en cations
métalliques comme le Cu et le Zn; par ailleurs, elles présentent de fortes proportions en
résidus cystéiques comme les PCs. De nombreuses études ont montré que les MT peuvent étre
impliquées dans le processus de détoxification des ETM.'®® Cependant, elles ne constituent
probablement pas une réponse significative puisque ces protéines s’accumulent également
dans le cas d’autres stress. Les acides organiques (acide citrique, acide oxalique...)
participent également a la chélation des ETM. En effet, leur synthese est stimulée en présence
d’ETM. Ces molécules sont clairement impliquées dans les processus de détoxification.’® 1l a
été montré également dans certains cas une accumulation d’acides aminés libres comme la
proline ou la cystéine en réponse & un stress métallique™™®.

Par ailleurs la vacuole est largement décrite pour étre le siege du dépdt des substances nocives
a la vie cellulaire ; ¢’est pourquoi une des hypothéses les plus fréquemment rencontrées est la
compartimentation des éléments métalliques sous forme ionique dans la vacuole (Figure 18).
En effet, ces derniers, complexés par les PCs, sont transportés jusqu’a la vacuole ou ils seront

b Les

pris en charge par les acides organiques aprés dissociation des complexes.
transporteurs peuvent également jouer un role dans la remobilisation des éléments en cas de

carences.
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Figure 18 : Réle des transporteurs de métaux a ’échelle cellulaire.

Une approche différente et complémentaire présentée par certains auteurs a permis
d’évaluer les différentes variations engendrées au niveau de la composition chimique des
différents constituants des végétaux. Au niveau des pigments, une étude effectuée sur Arabis

paniculata F. a mis en évidence une diminution de la quantité de pigments**®

(chlorophylle et
caroténoides) lorsque la teneur en cadmium augmente dans le substrat. Par ailleurs, les ETM
entrent en compétition avec les oligoéléments ce qui se traduit par une diminution de leur
teneur™ ; cependant en culture hydroponique, aucune modification n’est observée.

Concernant la phytoextraction par les arbres, les réponses sont variables d’une espece a
I’autre’®®. Le développement des racines vers des zones ol les teneurs en ETM sont plus

116

faibles est démontré sur le sycomore™ et le ralentissement de leur développement est observé

chez le méléze'®. Par ailleurs, les réponses en fonction de 1’Age des arbres ou la durée

d’exposition sont différentes. Une étude™’

effectuée sur des gymnospermes (épicéa et pin
sylvestre) et angiospermes a montré une diminution de la quantité de polysaccharides non
structuraux comme I’amidon et une modification des hémicelluloses. Les hémicelluloses sont
dans cette etude prises en compte non pas pour leur réle structural mais pour leur fonction de
polysaccharide de réserve'®® lors du débourrage des bourgeons (lorsque la photosynthése est
moins active). Concernant les sucres circulants, méme si leur quantité diminue lorsque les
teneurs en ETM augmentent dans le sol, une augmentation*® du taux de galactose est

observée chez Populus nigra L..
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2.2.3 Plantes étudiées.

Depuis de nombreuses années, [’utilisation des plantes accumulatrices ou
hyperaccumulatrices est largement étudiée. Cependant, le cadmium est un élément pour lequel
tres peu d’espéces hyperaccumulatrices sont recensees. Il est souvent difficile de comparer les
résultats publiés entre eux du fait d’une grande variabilité de conditions expérimentales
comme les cultures sur sites, en pots, hydroponiques, in vitro... Parmi les exemples de plantes
hyperaccumulatrices de Cd, la littérature recense Thlaspi caerulescens'®, Arabidopsis
halleri*?*, Solanum nigrum.*??

Par ailleurs, ’utilisation d’arbres pour la phytoextraction suscite un attrait croissant.
Les arbres présentent des caractéristiques physiologiques intéressantes comme un systeme
racinaire développé permettant de décontaminer les sols en profondeur et en produisant une
biomasse importante qui permettrait finalement I’accumulation de grandes quantités d’ETM
méme chez les especes faiblement accumulatrices. Une étude effectuée sur douze espéces
d’arbres’® a montré des différentes significatives de teneur dans les différents compartiments
de D’arbre ; en accumulant jusqu’a 116 pg de cadmium par gramme de matiére séche, les
bouleaux et les peupliers semblent étre les meilleurs candidats. La répartition est inégale en
fonction des tissus. Au niveau des parties aériennes, le cadmium s’accumule
préférentiellement dans les feuilles, puis viennent les écorces et dans une moindre mesure le
bois. Dans un but d’améliorer la comparaison entre les différents travaux, certains auteurs
présentent les résultats sous forme de rapport entre la quantité d’ETM fixée par la plante (en
mg.kg?!) et la quantitt d’ETM dans le sol (en mg.kg™) : il est appelé facteur de
bioconcentration. Cependant, ce facteur dépend également des conditions opératoires

(Tableau 5) : en effet, en fonction des teneurs dans le sol, le facteur est plus ou moins élevé.

Tableau 5 : Exemples de quelques facteurs de bioconcentration d’arbres vis-a-vis du Cd.

Facteur de Références
Plantes ] ] o ]
bioconcentration bibliographiques
Salix viminalis 28 124
Tiges:2,9-16,8
Salix viminalis g 125
Feuilles : 4,8 - 27,9

Tiges: 0,11 126

Betula pendula Feuilles : 0.06
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1 Modification chimiques des biosorbants.

Les propriétes naturelles des biosorbants ont été mises en évidence précédemment. Le
phénomeéne de biosorption est lié a la composition chimique du matériau utilisé. C’est
pourquoi certains auteurs ont souhaité modifier les biosorbants pour leur conférer de
nouvelles propriétés. Le relargage de composés solubles dans 1’eau au cours de 1’adsorption,
le gonflement du matériau, la sélectivité vis-a-vis d’un ion d’intérét ou I’optimisation des
capacités de retention sont autant d’objectifs qui ont largement orienté les stratégies de
modification. De plus, la présence d’autres cations présents sur les biosorbants (dans la
plupart des cas des oligoéléments comme le calcium, le sodium...) naturellement fixés sur des
sites échangeurs d’ions contribue a une diminution des capacités de rétention du fait de
I’occupation des sites,**’ ce qui a conduit certains auteurs a éliminer les oligoéléments avant

I’utilisation d’un matériau en tant que biosorbant.

1.1 Modification de polymeres purifiés.

Certains auteurs se sont attachés a augmenter le nombre de fonctions acide
carboxylique démontrant ainsi une relation de proportionnalité entre leur nombre et la
quantité d’ions fixés'?® ; ce constat est valable lorsque 1’adsorption est exclusivement due aux
fonctions acide carboxylique et de méme acidité dans le cas de matériaux homogeénes tels que
la cellulose. Le Tableau 6 propose quelques exemples de modifications de polymeres naturels

en vue de leur utilisation en temps qu’adsorbants.
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Tableau 6 : Exemples de modifications chimiques de quelques familles de polyméres en vue d’une utilisation pour

adsorption des cations métalliques.

) ) Cations Omax Références
Matériau Traitement o 4 o )
métalliques (méa.g») bibliographiques
1) acide succinique, Pb** 2,71
2) NaHCO; Cd* 2,92
Cellulose 1) NaOH, Pb** 4,61 128
2) acide succinique,
) | cd* 4,46
3) NaHCO;
_ Pb** 0,60 b
Tanins de mimosa Condensation par CHO ’
cd* 0,30
Pb* 0,91
129
Tanins de Valonia Condensation par CHO Cd* 0,65
PhZ 091 130
Pectines de pulpe Cd* 0,81
PP Gélification par CaCl, ” e
de betterave Pb 0,96
Lignine de noix de 1) Extraction par la soude,
9 ) p Cu2+ 0,25 132

palmier a huile 2) précipitation par H,SO,4

Une revue a été consacrée aux modifications chimiques de la cellulose et des
biosorbants qui en découlent.’® Des stratégies d’estérification, d’halogénation,
d’éthérification, d’oxydation ont été étudiées ; la plupart d’entre elles a été transposée a des
biosorbants constitués de proportions diverses de cellulose comme le bois par exemple. Sur le
plan quantitatif, les résultats d’adsorption dépendent de la modification chimique réalisée tout
comme du métal considéré. Ils sont par ailleurs difficilement comparables du fait d’une
grande variabilité des conditions expérimentales entre les différents auteurs. Les meilleures
capacités de rétention sont obtenues, dans le cas du Cd, suite au greffage d’acide acrylique ou
succinique. Si la cellulose native est insoluble dans la plupart des solvants, les lignines, les
tanins ou les pectines présentent de meilleures propriétés hydrophiles. De telles molécules ont
des structures variées et le spectre des modifications décrites par la littérature est plus
restreint. La plupart consiste a les condenser pour les rendre insolubles (cas des tanins) ou a
les précipiter ou gélifier (cas des lignines ou pectines). Ces contraintes rendent leur domaine

d’application plus faible du fait d’une resolubilisation partielle possible.
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biologique et chimique.

1.2 Modification des biosorbants.

Les biosorbants sont par nature des matériaux hétérogenes, c’est pourquoi les

difféerentes modifications recensées dans la littérature affectent des fonctions chimiques ou

classes de molécules particuliéres. Le Tableau 7 rend compte de quelques modifications de

biosorbants en vue d’une amélioration de leurs propriétés vis-a-vis du plomb et du cadmium.

Tableau 7 : Exemples de modifications chimiques de quelques biosorbants et leurs capacités de rétention du plomb

et/ou du cadmium.

Biosorbant Traitement (,Zatu_)ns C,Imax-l . R_eferenc_e S
métalliques (méq.g™) bibliographiques
Ecorces de Pb** 1,04 15
.l\/lonterc_ey CHO acidifié o 102 134
Pinus radiata
Cd** / Pb**
HCI 0,06 /0,04
NaOH 0,24/0,12
Oxydation de Fenton 0,24/0,11
Ecorces de noir Chloroforme 0,16 /0,09
d’Europe Acétone Cd* / Pb* 0,13/0,08 13
Pinus nigra Ether diéthylique 0,19/0,11
Ethanol 0,12 /0,07
Tétraéthyléne glycol 0,19/0,11
Polyacrylamide 0,23/0,11
Bois d’épicéa
commun Acide succinique cd* 3,54 136
Picea abies
Isopropanol 0,68
Isopropanol + NaOH 24 1,02 137
Pelure dorange Isopropanol + NaOH + acide citrique Pb 1,10
Acide citrique 0,68
Ecorces de Acide 4,4’-(.jiamin9-2,2’-stilbene . 181 .
. disulfonique Pb
Ssg;g IZ(; Acid_e aspartiq_ue 1,04
Pseudotsuga Chlorite de sfodlum N 1,51 N
mensiezzi Asparagine Pb 1,00
Acide sulfamique 0,77
Bois de
genevrier Na,SO5 cd* 0,16 19
Juniperus
monosperma
. . MeOH 2+ 0,08 140
Epi de mais 1) MeOH, 2) NaOH Pb 0,42
Feuilles de
Moringa 1) NaOH, Pb?* 1,80 1

Moringa oleifera

2) Acide citrique
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L’utilisation du formaldéhyde sur les biosorbants se justifie par la présence de tanins
hydrosolubles extractibles au cours du processus de biosorption. Le formaldéhyde permet la
réticulation des tanins par des liaisons éther voire C-C entre leurs cycles aromatiques,
conduisant ainsi la stabilisation de la matrice organique. Les traitements par les différents
acides forts ont pour role d’¢éliminer les cations constitutifs des biosorbants (les oligoéléments
par exemple) et les tanins solubles, augmentant ainsi la porosité et la surface spécifique
rendant les sites plus accessibles.*** Les traitements par les solutions basiques permettent
I’élimination d’éventuels lipides et protéines; elles permettent également d’augmenter
I’accessibilité des sites échangeurs d’ions et donc d’augmenter les forces d’interaction, ce qui
se traduit par une amélioration de Paffinité.*** Les traitements par des solvants organiques ont
pour but d’extraire certains composés comme les tanins, les sucres circulants... Les acides
carboxyliques ou leurs dérivés (citrique ou succinique) sont utilisés afin d’estérifier les
polysaccharides. Leur rble est double : d’une part, la présence de plusieurs fonctions acide
carboxylique permet de réticuler les chaines entre elles, et d’autre part, d’augmenter le
nombre de sites acide carboxylique de surface grace aux fonctions n’ayant pas réagi.
L’utilisation du méthanol sur I’épi de mais permet dans un premier temps d’estérifier les
fonctions acide carboxylique. Si cette étape a priori est défavorable a 1’augmentation du
nombre de sites échangeurs d’ions, les esters ainsi formés sont saponifiés par la soude libérant
de nouveau les sites acide carboxylique. Cette méthode combine deux types de modification :
I’extraction par solvant organique (MeOH) effectuée lors de ’estérification et le traitement

par la soude effectué lors de la saponification.

Une réaction d’oxydation sur le principe de Fenton est fréquemment employée™**,
Utilisée a l’origine pour la dégradation des composés organiques en solution, elle est
aujourd’hui employée pour dégrader les polymeres phénoliques comme les tanins et les
lignines. Son principe repose sur une réaction radicalaire impliquant le radical hydroxyle
produit a partir du peroxyde d’hydrogene. Les initiateurs sont variés, les plus fréquemment
utilisés sont un rayonnement UV ou le fer(Il) mais d’autres cations métalliques145 ont eté
prospectes. La réaction est pH dépendante et son efficacité est fonction du ratio Fe(11)/H20..

Par ailleurs, Argun et al. 14

ont montré 1’évolution de la composition des écorces suite a leur
oxydation. Ils notent une diminution de la proportion de composés extractibles traduisant

I’efficacité de I’oxydation.
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Une stratégie développée au LCSN consiste a oxyder la fraction polysaccharidique des
écorces par le periodate de sodium qui permet la formation de fonctions aldéhyde ; ces
derniéres peuvent étre oxydées a nouveau par action du chlorite de sodium ou forment un site
d’attache a de nouvelles molécules greffées par réaction d’amination réductrice. Une telle
stratégie a permis de greffer des acides aminés carboxylés et des molécules possédant des
charges sulfates comme des deérivés du stilbene par exemple.

Le tableau précédent rassemble différentes classes de modification mais ces données

147 offectuée sur les déchets de biomasse de Citrus

sont loin d’étre exhaustives, une étude
reticulata rassemble 26 modifications chimiques. En conduisant au doublement des valeurs de
Omax, C€S derniéres ne s’aveérent que d’une efficacité limitée. Joseph et al. proposent des
modifications par fermentation**® de la bagasse de canne & sucre. Les résultats obtenus
conduisent a un matériau dont les capacités de rétention sont multipliées par 2,3. D’autres
transformations, physiques cette fois-ci, ont été proposées comme c’est le cas pour la
carbonisation de la matiére végétale. Citons par exemple les coquilles de noix de Coco™*, les
coquilles de fruit de Ceiba pentandra, ou fromager **°, le son de riz*>* ou bois divers'®*: les

propriétés des charbons actifs obtenus sont également fonction du mode d’activation (par
HC|, N&zCOg...).

1.3 Intérét des modifications.

Les biosorbants sont pour la plupart des sous-produits ou coproduits agricoles ou
industriels et ont pour caractéristique majeure un faible coit a I’achat; ils présentent
également de bonnes propriétés biosorbantes par rapport a certaines résines commerciales
(Tableau 8).

Tableau 8 : Exemples de capacités maximales d’adsorption du plomb et du cadmium par des résines commerciales.

max Références
Résines cation métallique fima L o )
(méq.g™) bibliographiques
Pb** 0,024 -
Amberlite IR 120 -
Cd 0,010
Pb** 4,1 53
Dowex 50W ,
Cd* 4,8
Pb** 0,096
Amberlite IRC 718 -
Cd 2,12
154
Pb** 0,22
Chelex-100 -
Cd 2,00
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Il est certain que de telles propriétés peuvent étre optimisees (paragraphe 1.2.
Modification des biosorbants.) ; cependant, une question se pose du point de vue de 1’aspect a
la fois scientifique et économique. Sur le plan méthodologique, les modifications chimiques
devraient, pour étre plus facilement transposables a grande échelle, répondre a des critéres de
chimie verte : ce pourrait étre le cas des oxydations de type Fenton. Il semble difficile de
valoriser des traitements par des solvants chlorés comme le chloroforme d’autant qu’il
n’améliore que modérément les propriétés. L’intérét des modifications se justifie cependant
lors d’un greffage ou une estérification ; ces réactions permettent d’apporter directement sur
la structure des sites échangeurs d’ions de méme nature et donc de cibler la sélectivité¢ d’un
métal particulier. Cette stratégie permet 1’extraction sélective d’un metal dans une solution
multimétallique. De plus, les sites d’adsorption étant équivalents et plus nombreux,
I’adsorption est réversible (il s’agit d’échange d’ions) ; cela permet la désorption des métaux
par des solutions d’acides (HNO3) ou chélatantes (EDTA). Ces techniques, contrairement a la
carbonisation ne détruisent pas le matériau et implique sa réutilisation au cours de cycles
suivants. L’avantage est d’autant plus marqué que le cotit de la modification est important.
Lors de I'évaluation du codt d'un procédé d'adsorption, il est nécessaire de déterminer la
quantité d'adsorbant requise pour respecter les objectifs du procédé. Ensuite, les colts annuels
sont répartis entre I'amortissement de linstallation, I'entretien et la maintenance, la
consommation énergétique, le remplacement du biosorbant... Ces coits sont différents en
fonction du domaine d’application (échelle laboratoire ou traitement de rejet industriel). Le
Tableau 9 met en avant les bons résultats obtenus pour les écorces : leur utilisation est dix fois
moins coliteuse qu’une résine échangeuse d’ion et cent fois moins que la précipitation.
Cependant, les installations par rapport a celles des résines doivent étre surdimensionnées du

fait de capacités maximales de rétention inférieures.

Tableau 9 : Exemples de coiits de récupération de plomb et cadmium par différentes techniques d’extraction.

Omax (MEg.g7) Colt $.g7 récupéré Références
Méthodes ot ot ot o o _
Cd“" /Pb Cd“ /Pb bibliographiques

Précipitation 0,11 0,07 10,10 10,00 15
Résine échangeuse d’ions 4,82 3,91 1,64 1,74 156
Ecorces HCI 0,19 0,11 0,13 0,12 135
Ecorces NaOH 0,89 0,45 0,08 0,08 135
Ecorces Fenton 0,63 0,28 0,53 0,61 135
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2 Modifications biochimiques des parois cellulaires

de plantes soumises a un stress.

Lorsque les plantes sont soumises a des stress biotique ou abiotique, leurs cellules sont
capables de générer des réactions métaboliques qui participent a 1’adaptation et a la lutte du
végétal face aux agressions extérieures. Trois catégories de réactions sont généralement
distinguées : la production de proteéines de défense, la stimulation de certaines voies
métaboliques en réponse a la dégradation des parois par les pathogénes et celle qui fait 1’objet
de notre étude, la modification qualitative et quantitative des parois cellulaires.

Les attaques fongiques sont responsables de nombreuses modifications™’ & la fois de
composition (évolution des teneurs en polymeres pariétaux et de leurs teneurs
monosaccharidiques) et d’organisation de la paroi des cellules végétales (épaississement et
remodelage de certains polyméres).

Les rayons UV causent également des dégats sur les végétaux, ils contribuent a la
dégradation des parois cellulaires, comme par exemple chez le fraisier’® en favorisant la
dégradation des pectines et des hémicelluloses permettant la solubilisation d’acides uroniques
et/ou sucres simples.

Des études ont montré qu’un stress causé par le sel induit 1’augmentation de la
quantité de cellulose et induit une organisation plus anarchique des fibres de cette derniére.*
De plus, I’exposition de Cornus stolonifera a un environnement salin induit une augmentation
du contenu hémicellulosique sans modification de sa composition alors que la quantité de
pectine reste constante avec, cependant, des teneurs en Gal A et Man qui diminuent.*®

Concernant les ETM, méme si les mécanismes de défense développés par les plantes
en réaction a leur présence sont encore mal connus, la littérature propose quelques
observations précieuses. Au niveau pariétal, la présence d’aluminium induit I’augmentation
des taux d’hémicelluloses dans les racines de citrons®®! ou de blé.!®? Dans le cas du blé, une
augmentation de la quantité en pectines et composés phénoliques est également observée.*®
Par ailleurs, au niveau de la fraction pectiqgue, une augmentation du degré de
méthylestérification est observée sur la suspension cellulaire de tomate.'®*

Concernant les capacités d’adsorption, peu d’études font état de leurs caractérisations
aprés modification ; dans le cas de la suspension cellulaire de tomates’®, la capacité
d’échange cationique (CEC) diminue suite a une augmentation de la teneur en Zn, Cd, ou Pb

dans le substrat de culture.
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Deuxiéme partie : Résultats. Chapitre 1 : Propriétés biosorbantes des écorces brutes.

1 Adsorption du plomb et du cadmium par les

écorces brutes.

Les données préliminaires présentées dans I’introduction bibliographique renseignent
sur les capacités naturelles des écorces a adsorber les cations métalliques. Cependant, afin de
pouvoir comparer les capacités d’adsorption de différents lots d’écorces et de déterminer
I’influence d’un traitement chimique sur celles-ci, il est nécessaire au préalable de fixer les

conditions expérimentales de la biosorption.

1.1 Conditions expérimentales optimales pour la biosorption du plomb

et du cadmium.

1.1.1 Temps de contact avec la solution métallique.
La cinétique d’adsorption du plomb et des écorces brutes est un phénomene rapide
ainsi qu’en atteste la Figure 19. La saturation des écorces est obtenue aprés 4 heures de
contact avec la solution métallique ; cependant, le temps de contact retenu est de 2 h car plus

de 99% de saturation sont atteints. Ces résultats sont conformes avec ceux disponibles dans la
165,166

littérature et ceux déja obtenus au laboratoire.®
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Figure 19 : Cinétique de rétention du plomb par les écorces de sapin de Douglas.!
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1.1.2 pH de la solution métallique et nature du contre ion.

Le Tableau 10 montre un effet du pH de la solution métallique sur les capacités de
rétention des écorces ; les meilleures valeurs de qmax (S0it 0,264 méqg.g™ et 0,199 méq.g™* pour

le plomb et le cadmium respectivement) sont obtenues a pH 5.

Tableau 10 : Influence du pH sur la quantité maximale de plomb et de cadmium adsorbée par les écorces brutes de

sapin de Douglas.

Plomb Cadmium
oH Quantité maximale Quantité maximale
adsorbée (méqg.g™) adsorbée (méqg.g™)
1 0,050 0,061
3 0,122 0,113
5 0,264 0,199
7 0,030 0,099

La forme d’un ¢élément a adsorber dépend du pH et des anions présents. Les résultats
présentés dans la littérature™® soulignent que des pH Iégérement acides favorisent la
biosorption : en effet, les métaux sont sous leurs formes cationiques. Par ailleurs, le contre ion
est choisi afin de favoriser 1’adsorption; il doit donc avoir de mauvaises capacités
complexantes et entrera moins en compétition avec les sites échangeurs d’ions des écorces, ce
qui est le cas du nitrate. De plus, lors de la préparation des solutions a adsorber, le pH est
ajusté avec de D’acide nitrique afin de préserver 1’homogénéité des contre ions. Les
diagrammes de spéciation présentés Figure 20 mettent en évidence que pour des pH inférieurs
a 5.5, les formes Pb?* et Pb(NO3)* prédominent dans le cas du plomb en milieu acide
nitrique ; de méme, dans le cas du cadmium les formes Cd** et Cd(NOs)* prédominent. Ainsi,
pour I’ensemble des expériences, le pH est systématiquement ajusté a 5, les solutions

métalliques seront formées a partir de leur sel nitrique.
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Figure 20 : Diagramme de spéciation® du plomb (a) et du cadmium (b) en présence de nitrates.

1.2 Les isothermes d’adsorption : une méthode de choix pour I’étude

de la biosorption.

1.2.1 Aspect général.

La méthode des isothermes d’adsorption est I’outil sélectionné dans ces travaux pour
étudier les équilibres de biosorption mis en jeu lors du contact entre les écorces et les cations
métalliques. Elle constitue un moyen d’estimer aisément et rapidement la capacité de
rétention maximale (Qmax). Les isothermes d’adsorption peuvent également étre modélisées a
I’aide de formules empiriques qui permettent d’accéder aux constantes caractéristiques de
I’équilibre. Elles sont susceptibles de caractériser tant les aspects quantitatifs que qualitatifs
de I’interaction entre les cations métalliques et les écorces. Ce dernier aspect est probablement
le plus intéressant puisqu’il contribue a améliorer notre compréhension des mécanismes
impliqués dans la fixation des cations meétalliques par les écorces. Il donne accés aux valeurs
thermodynamiques de 1’adsorption et nous renseigne quant a 1’énergie mise en jeu lors du

processus de biosorption.
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Les isothermes d’adsorption traduisent, a température constante, la relation a
I’équilibre entre la concentration résiduelle de cations dans la phase aqueuse et la quantité de
cations adsorbés par les écorces. Les résultats quantitatifs d’adsorption sont déterminés par la

relation suivante :

Avec :

- q : capacité de rétention des cations métalliques par unité de masse d’écorces (méq.g™)
- C¢q : concentration de cations métalliques a 1’équilibre dans la phase aqueuse (méq.L?) ;
- C, : concentration initiale en cations métalliques dans la phase aqueuse (méqg.L™) ;
- X : concentration des écorces en suspension (g.L™).

Ce phénomene peut étre modélisé en utilisant I’isotherme d’adsorption de Langmuir.

Parmi les modéles couramment utilisés, celui de Langmuir monocompose présente 1’avantage
de prévoir la saturation des écorces ; c’est la raison pour laquelle il a été choisi pour cette
étude. Ce modele suppose que la fixation des cations métalliques sur les sites d’adsorption
soit un phénoméne de surface conduisant a la formation d’une monocouche dans laquelle un
cation métallique interagit seulement avec un seul site d’adsorption et ceci indépendamment
de I’état de fixation des sites environnants. L’équation de Langmuir est décrite par la relation
suivante :

_ qmaxb Ce’q
1+ bCg

®)

q

ol Qmax (néq.g™") est la capacité de rétention maximale des cations métalliques traduisant la
concentration de surface maximale des sites d’adsorption et b (L.méq™) est la constante de
Langmuir. Cette derniére est liée a 1’état d’équilibre par la loi d’action de masse. La constante
d’équilibre b est fonction de 1’énergie d’adsorption. Elle reflete dans ce cas I’affinit¢ de
I’écorce pour un type de cation métallique. Les valeurs des paramétres qmax €t b sont
déterminées graphiquement a partir de la représentation en doubles inverses de 1’équation

précédente :

1_ 1 1 1
q quax Ce’q 9max

9)
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1.2.2 Résultats.
La mise en ceuvre du procédé de biosorption suppose 1’établissement d’une interaction
entre cations métalliques et écorces. Des expériences d’isothermes monocomposées ont été
réalisées a différentes températures pour le plomb et le cadmium (Figure 21). Les isothermes

obtenues sont d’allure hyperbolique et mettent en évidence un pallier de saturation.
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Figure 21 : Isotherme d’adsorption du plomb (a) et du cadmium (b) sur les écorces brutes a différentes températures.
_________ 7 OC’

27°C,------- 45 °C, conditions expérimentales : 100 mg d’écorces dans 10 mL de

solution de Pb ou de Cd de concentration comprise entre 0 et 19,3 méqg.g™, temps de contact de 2 h.

Une analyse rapide pourrait se traduire par une mauvaise interprétation des résultats. En effet
si a premiere vue, les courbes décrites ne different que modérément, I’interprétation

mathématique (Figure 22) de ces données selon le modéle de Langmuir permet de caractériser
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I’adsorption pour chaque température. Le calcul du coefficient de corrélation par la méthode

des moindres carrés donne des valeurs supérieures a 0.98 ce qui confirme la validité de

I’interprétation par le modele de Langmuir. Le Tableau 11 recense les valeurs obtenues.
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Figure 22 : Linéarisation de I’adsorption par les écorces brutes selon le modéle mathématique de Langmuir.

7°C,

(a) plomb, (b) cadmiumy------- - 27 °C,

Tableau 11 : Influence de la température sur les parameétres de I’adsorption du plomb et du cadmium par les écorces

brutes.
plomb cadmium
T(°C) Cmax b Omax b
(méq.g™) (L.méq™) (méa.g™) (L.méq™)
7 0,248 2,17 0,197 1,35
27 0,264 2,30 0,199 1,59
45 0,261 2,46 0,202 2,03
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Méme si de faibles écarts entre les différents parametres sont observés, ils sont
suffisants pour permettre une étude thermodynamique. Il apparait que le processus
d’adsorption dépend de la température, Qmax €t b augmentant avec 1’¢lévation de la
température, ceci pour les deux métaux étudiés, ce qui permet d’évaluer la spontanéité de la
biosorption. La variation d’enthalpie libre (AG°) ou fonction de Gibbs renseigne ce
phénomeéne ; en effet, une valeur négative de cette derniére permet d’étayer la nature
spontanée de la biosorption par les écorces de sapin de Douglas. La valeur de 1’enthalpie libre
peut étre calculée par 1’équation suivante :

AG° = —RTInb
(10)
Avec R : constante des gaz parfaits (R=8.32 J.K™.mol™)
T : température (K)
b : constante de Langmuir (L.mol™)
Compte tenu de la formule donnant la définition de 1’enthalpie libre :
AG° = AH° — TAS®

(11)
Il vient en combinant (10) et (11) :
I b_AS° AH°
D= R TRT
(12

La représentation graphique (Figure 23) de cette derniére forme mathématique (In b =
f(1/T)) permet la détermination graphique des parameétres thermodynamiques de la
biosorption : la valeur de I’ordonnée a 1’origine permet de calculer ’entropie, 1’enthalpie

dérive pour sa part de la valeur de la pente de la droite.

57



Deuxiéme partie : Résultats. Chapitre 1 : Propriétés biosorbantes des écorces brutes.

8,6 1 Inb = f(1/T)
8,5 -
8,4 -

8,3 - y =-293,82x + 9,4233

R2=0,9977

c 82 -
81 - y = -942,08x + 11,251
8 - 2 = 0,9997
7.9 -
7.8 . . . . .
0,0031 0,0032 00033 00034 00035 0,0036

UT (K2

Figure 23 : Représentation graphique de In b = f(1/T), détermination des parametres thermodynamiques AH® et AS°®
de ’adsorption du plomb et du cadmium par les écorces brutes de sapin de Douglas.
— plomb, — cadmium

Un coefficient de corrélation proche de 1 justifie la relation entre les trois valeurs
thermodynamiques. Les différents parametres pris en considération et les résultats obtenus

sont recensés dans le Tableau 12.

Tableau 12 : Paramétres thermodynamiques de I’adsorption du plomb et du cadmium par les écorces de sapin de

Douglas.

- plomb cadmium

. G° AH° AS° AG° AH° AS°
(°C) -1 -1 Ay -1 -1 -1 Ap-1

(kJ.mol™)  (J.mol™) (@J.mol”"K7) (kJ.mol”) (J.mol™) (J.mol"K™)

7 -19.51 -18,47

27 -21.05 2444 78 -19,86 7837 94

45 -22.49 -22,12

L’enthalpie libre de la réaction est négative ce qui met en évidence 1’aspect spontané
de I’adsorption : les données de la littérature sur des matériaux de ce type sont comparables
(cf partie bibliographique). Par ailleurs, une valeur positive de AH® indique que la réaction est
exothermique ce qui explique un réchauffement de 2 a 3°C des solutions métalliques suite au
contact avec les écorces.

Les parametres thermodynamiques peuvent également étre calculés par la constante

d’équilibre K¢ :
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Avec : q : la capacité de rétention du plomb par les écorces (mmol.g™).

Ceq : la concentration résiduelle en plomb en solution a 1’équilibre (mrnol.mL‘l).

Ce rapport peut étre établi en tout point de I’isotherme pour chaque condition opératoire ; il

suffit d’exprimer 1’équation de la tangente a I’isotherme (Figure 24).

qmax

Capacité de rétention (q)

0 1/b

Concentration résiduelle (C,)

Isotherme d'adsorption Tangente a |'origine
Pallier de saturation

Figure 24 : Représentation graphique des tangentes a I’isotherme d’adsorption.

Le point d’intersection entre les tangentes a 1’origine et en I’infini a pour abscisse 1/b.

Avec ’expression générale de la dérivée de la fonction représentée par 1’équation (8) :
dq _ qmaxb- (1 + bCéq) - qmaxbzcéq
dCeq (1+bCy)”

(14)

Donc la tangente a 1’origine a pour pente Qmaxb.
D’ou I’équation de la tangente a 1’origine :
q(céq) = Qmaxb- Céq
(15)
Compte tenu de I’équation (13) :

K¢ = qmaxb
(16)
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Comme dans le cas de la constante de Langmuir, les trois grandeurs thermodynamiques

peuvent étre calculées par le méme type de relation :

A5 awe
nRC=R "RT
17)

La représentation graphique In(Kc) = f(1/T) (Figure 25) permet la détermination graphique

des parametres thermodynamiques de la biosorption.
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Figure 25 : Représentation graphique de In Kc = f(1/T) lors de I’adsorption du plomb et du cadmium par des écorces
brutes de sapin de Douglas.

— plomb, — cadmium

Un coefficient de corrélation proche de 1 justifie la relation entre les trois valeurs
thermodynamiques. Les différents paramétres pris en considération et les résultats obtenus

sont rassemblés dans le Tableau 13.

Tableau 13 : Détermination des constantes d’équilibre et parametres thermodynamiques de I’adsorption du plomb et

du cadmium par les écorces de sapin de Douglas.

T Kc AGP AH°  AS° (J.mol
(°C) (mL.g™h) (kJ.mol-1)  (J.mol™) LK™h
7 538,16 -14.65

g 27 607,2 -16.00 3444 65

= 45 642,06 -17.10

c 7 230,49 12,72

E 27 270,64 13,79 8319 76

3 45 359,56 15,67
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En comparant les deux méthodes de calcul, il apparait que par la tangente les valeurs de AG®
sont plus grandes et a fortiori les valeurs de AH° et AS° plus faibles. Cependant, les deux
méthodes conduisent aux mémes conclusions : la biosorption est spontanée et le phénoméne

est exothermique.

2 Inertion des écorces.

Les écorces, matériau hétérogéne, ont une composition chimique complexe, avec
notamment la présence de composés hydrosolubles (comme les substances phénoliques)
susceptibles de contaminer la solution au cours de leur utilisation en tant que biofiltre. Il
convient donc de stabiliser cette biomatrice afin d’en conserver les capacités. Un tel résultat
peut étre obtenu par activation chimique (traitement a 1’acide), par dégradation oxydative des
phénols (oxydation de Fenton), ou stabilisation des phénols dans la matrice par réticulation
(Notox®).

2.1.1 Procédés d’inertion des écorces.

2.1.1.1 Bilan massique

Le NoTox® est décrit dans la littérature pour étre un produit de substitution du
formaldéhyde, dont les propriétés toxiques sont avérées. Le NoTox® permettrait de stabiliser
la matiére organique en la réticulant ce qui, dans ce cas, devrait induire la conservation de la
totalité des constituants des écorces dans le matériau modifié. Cependant, 1’analyse du
rendement massique montre une perte de masse de 12% au cours du traitement (Tableau 14).
Cela peut étre expliqué, compte tenu de la présence d’une solution éthanolique en début de
protocole de traitement, par un phénomene de solubilisation de certains tanins, sucres

circulants, pigments, éléments minéraux présents initialement dans les écorces brutes.

Tableau 14 : Rendements massiques selon le traitement d’inertion appliqué aux écorces.

Rendement massique

Traitement
(%)
brutes 100
H,SO, 96
NoTox® 88
Fenton 66
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L’oxydation dans les conditions de Fenton est largement utilisée pour la décomposition
photochimique des matieres organiques en suspension. Dans ce cas, elle vise a oxyder
directement dans les écorces les composés phénoliques solubilisés au cours des expériences
de biosorption. La Figure 26 présente le mécanisme réactionnel de 1’oxydation d’un composé

aromatique simple.

Fe* + H,0, Fe* + HO+ + HO-

"o " " " oH COOH
H =
HO: HO- H HO-
—_— - —_ N —_—> COZ
COOH

Figure 26 : Schéma adapté* du mécanisme réactionnel de I’oxydation d’un cycle aromatique dans les conditions de

Fenton.

Le traitement a I’acide sulfurique, connu pour activer les sites échangeurs d’ions, a aussi pour
conséquence de solubiliser les tanins solubles dans ces conditions (Tableau 14) ; il conduit

cependant au rendement massique le plus élevé soit 96%.

2.1.1.2 Influence du procédé d’inertion sur le relargage de substances
phénoliques.

L’¢limination des substances hydrosolubles préalablement a la mise en contact du
matériau avec les solutions métalliques a pour but de limiter voire supprimer le relargage de
substances phénoliques au cours du processus de biosorption. Pour les trois stratégies étudiées
(activation, réticulation et oxydation), une estimation de la quantité de composés phénoliques
relargués au cours de I’adsorption a été effectuée. La quantité de composés phénoliques est
estimée par dosage colorimétrique, 1’acide gallique étant choisi comme référence. Les
résultats obtenus (Tableau 15) montrent un réel impact des traitements sur la quantité de

phénols relargués a partir des écorces lors du phénomene d’adsorption
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Tableau 15 : Quantité de phénols relargués au cours de la biosorption en fonction du traitement d’inertion des
écorces.
Le pourcentage représente la quantité relarguée par les écorces inertées par rapport a celle relarguée par des
écorces brutes prises par référence. L’acide gallique est pris par référence lors du dosage, les masses de phénols

relargués sont estimées par rapport a sa masse molaire.

Phénols relargueés

Traitement 1 % de la masse
(mg.g”)
totale
brutes 8.65 100
H,SO, 3.00 35
NoTox® <0.01 <0,1
Fenton 0.14 2

Si le traitement a I’acide sulfurique présente un intérét limité, la stabilisation des écorces
selon I'oxydation de Fenton ou le traitement par le Notox® conduit a I’obtention d’un
matériau parfaitement stable. Les quantités de phénols relargués sont, dans ces deux derniers

cas, négligeables.

2.1.1.3 Caractérisation des écorces obtenues par spectrométrie IRTF.

Les spectres IR (Figure 27) des écorces inertées selon les trois méthodes retenues ne
mettent pas en évidence des variations significatives de composition chimique dans la mesure
ou aucune évolution des spectres IR n’est constatée par rapport aux écorces brutes. Il est a
noter que les trois traitements montrent une augmentation de ’intensit¢ de la bande
correspondant aux fonctions C=0 des aldéhydes & 1740 cm™. Dans le cas du traitement acide,
cela correspond a la disparition des fonctions hémiacétales. Dans le cas de I’oxydation de
Fenton, il pourrait s’agir d’'une diminution de 1’intensité de la bande C=C correspondant a la
diminution de la quantité de cycles aromatiques suite a leur dégradation : la proportion de

fonctions aldéhyde serait alors accrue.
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Figure 27 : Spectres infrarouge en transmittance.

—=Bcorces brutes, — écorces-H*, —écorces-Fenton et — écorces-NoTox.

2.1.2 Influence des procédés d’inertion sur les capacités d’adsorption.

Afin de caractériser l’effet du traitement chimique d’inertion sur les capacités
d’adsorption, la méthodologie des isothermes a été employée. Les Figure 28 et Figure 29
représentent respectivement les isothermes d’adsorptions du plomb par les écorces brutes et
inertées et leurs traitements mathématiques selon le modele de Langmuir. Les coefficients de
corrélation élevés indiquent une bonne validité des données. L’adsorption du plomb par les

écorces brutes de sapin Douglas sert de référence a cette étude.
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Figure 28 : Isotherme d’adsorption du plomb par les écorces brutes et inertées.

—-écorces brutes, — écorces-H*, —écorces-Fenton et —écorces-NoTox
L’allure hyperbolique des isothermes d’adsorption décrites met en évidence un comportement
comparable des matériaux obtenus a celui des écorces brutes. La représentation en doubles
inverses (Figure 29) permet d’apprécier les parametres cinétiques - Qmax €t b - de chacun des

matériaux biosorbants. Les résultats obtenus sont rassemblés dans le Tableau 16.
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Figure 29 : Linéarisation selon le modele mathématique de Langmuir de I’adsorption du plomb par les écorces brutes
et inertées.
—6&corces brutes, — écorces-H*, ——écorces-Fenton et — écorces-NoTox.

De maniere globale les traitements chimiques prospectés ont induit la diminution des
capacités de rétention des écorces, I’affinité pour sa part ne semble pas étre affectée de
maniére significative. Dans le cas de I’inertion par le NoTox®, la capacité de rétention est
diminuée d’environ 30% du fait de I’'implication probable de certains sites d’adsorption dans
le phénomene de réticulation ; la constante de Langmuir est pour sa part augmentée de 2.3
L.méq™ pour les écorces-brutes & 3.89 L.méq™ pour les écorces-NoTox®. De telles
observations suggérent que la modification chimique induite par le NoTox® pourrait affecter
préférentiellement les sites d’adsorption pour lesquelles le plomb a une affinit¢ moindre. Ce

pourrait étre le cas des fonctions hydroxyle des lignines ou tanins, ou des polysaccharides.
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Tableau 16 : Parameétres (gmax €t b) des isothermes d’adsorption du plomb de type Langmuir.

. Qmax b
Traitement .4 . 4
(még.g™) (L.méq™)

brutes 0,242 2,30

H,SO, 0,162 0,89

NoTox® 0.173 3.89

Fenton 0,220 1,97

Concernant le traitement par 1’acide sulfurique, la solubilisation de certains tanins se traduit
par une diminution de 1’affinité du matériau obtenu vis-a-vis du plomb de 2.3 L.méq™ pour les
écorces-brutes & 0.89 L.méq™ pour les écorces-H". Par ailleurs, la capacité de rétention
maximale obtenue dans pour les écorces-Fenton, bien qu’inférieure a celle des écorces brutes,
reste la plus forte (0.220 még.g™) parmi celles des traitements effectués. La réaction
d’oxydation est aussi le seul des traitements étudiés pouvant induire la formation de fonctions
acide carboxylique dont leur contribution dans le phénoméne d’échange d’ion a par ailleurs

été démontrée.
3 Bilan.

Les écorces brutes de sapin de Douglas présentent des propriétés intéressantes
d’échange d’ions. D’une part, déterminées pour le cadmium et le plomb par la méthode des
isothermes d’adsorption, les valeurs de capacité et d’affinit¢é montrent un effet limité de la
température des solutions métalliques permettant un large domaine d’utilisation de cette
biomatrice allant des eaux d’exhaure aux rejets industriels. De plus une étude
thermodynamique permet de conclure un aspect spontané du processus et la nature
exothermique de [’adsorption. Enfin les valeurs positives de I’entropie traduisent
I’irréversibilité de la réaction d’échange d’ionsS. D’autre part, le phénomene de biosorption sur
les écorces brutes s’accompagne d’un relargage en solution de composés hydrosolubles tels
que certains tanins. Les trois traitements effectués ont permis de limiter voire de s’affranchir
de ce phénomeéne : un traitement a 1’acide sulfurique consiste a ¢liminer les sels minéraux,
certains tanins et sucres circulants, un traitement d’oxydation dans les conditions de Fenton
vise a dégrader de maniére plus ou moins poussées les cycles phénoliques et un traitement par
le NoTox® qui est ici utilisé comme substitut du formaldéhyde permet de réticuler les
composés hydrosolubles directement sur la matrice. Les différentes propriétés des matériaux
obtenus (capacité de rétention, rendement massique) désignent 1’oxydation de Fenton comme

étant le meilleur compromis.
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1 Modification chimique des écorces.

Nos travaux, tout comme les travaux antérieurs du laboratoire'®®, démontrent les
bonnes capacités des écorces brutes a adsorber les cations métalliques en solution. De telles
propriétés pourront toutefois étre optimisées selon des stratégies de modifications chimiques
dont I’objectif serait d’améliorer la sélectivité tout comme la capacité des écorces a adsorber
les cations métalliques.

Nous nous proposons de modifier chimiquement les écorces de sapin de Douglas au
niveau des groupements hydroxyle de leurs polysaccharides constitutifs, principalement la
cellulose, afin d’en améliorer qualitativement et quantitativement leurs capacités fixatrices de
cations métalliques. Les protocoles envisagés visent, d’une part, a former directement sur la
structure polysaccharidique des fonctions acide carboxylique et, d’autre part, a introduire des
groupements fonctionnels acides échangeurs d’ions tels que des oligosaccharides chargés

comme les pectines ou les carraghénanes.

1.1 Voie de I’oxydation.

1.1.1 Schéma général de synthése.

L’objectif de ces modifications est d’augmenter les capacités de rétention des cations
métalliques vis-a-vis des écorces. La technique d’oxydation directe de la fraction
polysaccharidique vise en particulier la cellulose, polysaccharide constitutif des écorces qui
sert de référence pour cette étude. Son oxydation a 1’état microcristallin, largement décrite
dans la littérature®, nous a permis de transférer puis d’optimiser ces protocoles a ’oxydation
sur les ecorces. Cependant, les protocoles utilisés ne sont pas selectifs et peuvent affecter
d’autres constituants des écorces comme les hémicelluloses, les pectines voire les lignines.

Cette stratégie a pour objectif de produire des matériaux plus ou moins oxydés en
faisant apparaitre une, deux ou trois fonctions acide carboxylique par unité glucidique de la
cellulose ; la Figure 30 présente les différentes voies de synthese étudiées.
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Figure 30 : Stratégie de synthése des écorces oxydées.

1.1.2 Rendements de réaction.

Les rendements peuvent se decliner selon deux formes : le rendement massique qui
traduit 1’agressivité de 1’oxydant vis-a-vis des autres constituants et le rendement de
I’oxydation qui traduit réellement la quantité de fonctions acide carboxylique produites au
cours de I’oxydation. Cette derniére grandeur est difficile d’accés. En effet, au cours des
modifications, la solubilisation et la dégradation de certains constituants des écorces ne
permettent pas de la déterminer avec précision, c’est pourquoi nous présenterons les

concentrations en aldéhydes ou acides carboxyliques sur les matériaux obtenus.
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1.1.2.1 Rendements massiques d’oxydation.

Le Tableau 17 rassemble 1’ensemble des rendements obtenus aprés oxydation. Si sur
le plan théorique, 1’oxydation des fonctions alcool en fonctions acide carboxylique doit
conduire a I’augmentation de la masse du produit final. Les résultats expérimentaux obtenus,
avec des pertes de masse comprises entre 18 et 93%, mettent en lumiére la fragilité chimique

de I’écorce au cours des réactions d’oxydation.

Tableau 17 : Rendements massiques des différents matériaux obtenus par oxydation.

) ) Rendement massique (%0)
Ecorces / numéro de composé

étape 1 étape 2 étape 3 global

dialdéhydes 1 54 - - 54
carboxyliques 7 82 - - 82
dicarboxyliques 6 54 64 - 35
2 54 37 - 20
3 54 59 - 32

tricarboxyliques
4 54 22 - 12
5 54 64 20 7

L’oxydation directe en une étape produisant les écorces (7) conduit a un rendement
massique €élevé égal a 82%. L’augmentation du nombre d’étapes conduit naturellement a la
diminution des rendements massiques. L’oxydation periodique préalable des écorces induit
une perte de masse de 54% a laquelle se rajoutent les pertes de masse liées notamment a

I’utilisation de NaClO,, oxydant couramment employé lors de la délignification du bois.
1.1.2.2 Caractérisation chimique des matériaux obtenus.

1.1.2.2.1 Evaluation du nombre de fonctions aldéhyde formées.
Cette estimation repose sur la réaction de Cannizzaro intramoléculaire.™®™ Le
dosage de la quantité des fonctions aldéhyde générées sur les écorces est un moyen de verifier
I’efficacité de la réaction d’oxydation des polysaccharides par le periodate de sodium. La
réaction de Cannizzaro met en jeu une dismutation des fonctions aldéhyde par action de la
soude conduisant a 1’établissement d’un rapport steechiométrique entre la concentration d’ions
hydroxyle consommés et la concentration initiale des groupes dialdéhyde. Cette réaction va
conduire a partir d’un méme groupe dialdéhyde, a la formation d’un acide carboxylique par

oxydation et a un alcool par réduction comme le montre le schéma réactionnel présenté en

Figure 31.
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Figure 31 : Réaction de Cannizzaro intramoléculaire.

Appliquée aux écorces oxydées, la mise en ceuvre de la réaction de Cannizzaro permet
d’estimer a 7 mmol la teneur en fonctions aldéhyde formées par gramme d’écorces oxydées.
Cette valeur est supérieure a la valeur théorique qui peut étre calculée, ce qui suggere
I’oxydation d’autres catégories de polysaccharides comme les hémicelluloses par exemple.

Pour plus de détails méthodologiques, on se rapportera a la partie expérimentale.

1.1.2.2.2 Dosage de I’acidité selon la méthode de Boehm.

172 "
est un moyen d’apprécier

La mesure de I’acidité¢ selon la méthode de Boehm
quantitativement 1’effet d’une modification chimique et, qualitativement, 1’état de dégradation
des composants phénoliques des écorces oxydées. La méthode historique qui consiste a
utiliser quatre bases de force croissante a été adaptée aux écorces. Le dosage par
I’hydrogénocarbonate de sodium donne directement acces a la quantité de fonctions acide
carboxylique. Pour sa part, le dosage par la soude traduit indirectement la quantité de
fonctions phénol. C’est pourquoi, dans un premier temps une estimation du nombre de
fonctions lactone + acide carboxylique est recherchée par dosage au carbonate de sodium. La
quantité de fonctions phénol est alors appréciée par différence entre 1’acidité mesurée par la
soude et celle mesurée par le carbonate de sodium. Les fonctions carbonyle n’étant pas
impliquées dans le processus d’échange d’ions, leur dosage par I’éthanolate de sodium n’a pas

été effectué. Le Tableau 18 rassemble I’ensemble des résultats issus de la mesure de ’acidité

selon la méthode de Boehm.
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Tableau 18 : Mesures d’acidité selon la méthode de Boehm sur les écorces oxydées.

Acidité (méqg.g™)

Ecorces / numéro de composé
NaHC03 Na2C03 NaOH

Brutes 1,248 3,000 3,925
Dialdéhydes 1 1,358 2,750 3,430
Carboxyliques 7 1,954 2,962 3,910
Dicarboxyliques 6 1,621 2,643 3,023
2 1,405 2,437 3,127
3 1,603 2,526 3,153
Tricarboxyliques
4 1,782 2,745 3,330
5 1,841 2,743 3,143

Au cours des modifications, une évolution des propriétés acido-basiques des matériaux
est observable. Avec une acidité de 1,954 méq.g™, I’oxydation des écorces brutes par NaBr
catalysée par le TEMPO conduit a la formation du matériau le plus acide vis-a-vis de
I’hydrogénocarbonate de sodium. Pour cette méme série de dosage, les écorces obtenues en
plusieurs étapes d’oxydation produisent des valeurs plus faibles. Néanmoins, comparées aux
¢corces brutes, les écorces oxydées sont dans ce cas plus acides. Par ailleurs, 1’acidité totale
des matériaux titrée par la soude est, pour les écorces carboxyliques (7), comparable a celle
des écorces brutes, et pour les écorces di et tricarboxyliques (2-6) inférieure, ce qui traduit
dans ce cas la diminution du nombre total de sites acides (Tableau 19). Les quantités en
fonctions phénol sont plus faibles dans le cas de 1’oxydation par le chlorite de sodium
traduisant 1’agressivit¢ de cet oxydant vis-a-vis des lignines. C’est aussi le cas pour

I’oxydation periodique qui conduit a la perte de plus d’un tiers des lignines.

Tableau 19 : Caractérisation des fonctions de surface des écorces brutes et oxydées.

n (mmol.g™)
Ecorces / numéro de composé
N coonH N phénol
brutes 1,248 0,925
dialdéhydes 1 1,358 0,680
carboxyliques 7 1,954 0,948
dicarboxyliques 6 1,621 0,380
2 1,405 0,690
3 1,603 0,627
tricarboxyliques
4 1,782 0,585
5 1,841 0,400
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1.1.3 Caractérisation des écorces oxydées par spectroscopie infrarouge.

En mettant en évidence 1’évolution qualitative des fonctions chimiques présentes a la
surface des écorces, la spectroscopie infrarouge permet d’apprécier I’impact de la
modification chimique en général et des réactions d’oxydation en particulier, sur la structure
chimique des écorces. En raison de I’hétérogénéité¢ moléculaire des écorces, les spectres
obtenus sont souvent complexes. Ils présentent toutefois des signaux caractéristiques, c’est ce
qu’illustre la Figure 32. Lors de 1’oxydation periodique, le signal correspondant a 1’élongation
des fonctions C=0 & 1740 cm™ est facilement mis en évidence. L’intensité de ce dernier
diminue lors de la formation des écorces di et tricarboxyliques (2-6) au profit d’une large
bande aux alentours de 1650 cm™ traduisant ainsi I’oxydation des fonctions aldéhyde en
fonctions acide carboxylique (ou ion carboxylate a pH neutre). Toutefois, la réaction n’étant
pas quantitative, la totalité des fonctions aldéhyde n’est pas oxydée. Outre les fonctions
carboxylates, la bande & 1650 cm™ est formée de plusieurs vibrations correspondant en

particulier aux liaisons C=C des cycles aromatiques restant et de 1’eau résiduelle.

(@)
/\\ (b)
\/W\\/\“’ ©

(d)

\
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Figure 32 : Spectres infrarouge des écorces brutes et oxydées.
Ecorces brutes (a), écorces dialdéhydes (1) (b), écorces carboxyliques (7) (c), écorces dicarboxyliques (6) (d),

écorces tricarboxyliques (5) (e).
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Si pour une molécule purifiée le spectre infrarouge est indépendant de son mode d’obtention,
il n’en est pas de méme dans le cas des écorces tricarboxyliques (2-5) obtenues selon
plusieurs approches chimiques. C’est ce qu’illustre les spectres infrarouge présentés Figure
33. En effet, les réactions d’oxydation ne sont pas sélectives des polysaccharides et peuvent
affecter les lignines par exemple. Par ailleurs, la structure théorique attendue n’est pas
forcement obtenue, la totalité des unités glucidiques n’étant pas systématiquement affectee

lors de I'utilisation des oxydants les plus faibles (comme 1’hypochlorite).

%T |

Uc=0

aldéhydes UC=O
carboxylates

4000 3000 2000 1500 1000 400
cm?

Figure 33 : Spectres infrarouge des écorces tricarboxyliques.

() (), (3) (), (4) (c) et (5) (d).

L’oxydation des fonctions aldéhyde par I’hypochlorite de sodium semble faible alors
que celles par I’hypobromite de sodium convertit une grande majorité des fonctions aldéhyde
en fonctions acide carboxylique : ceci se traduit sur le spectre infrarouge par une diminution
de ’intensité de la bande a 1740 cm™ au profit de la bande & 1650 cm™. Par ailleurs lors des
étapes d’oxydation par le chlorite de sodium, les spectres infrarouge témoignent d’une forte
diminution voire disparition des bandes correspondant a 1’¢longation des liaisons C=C

aromatiques entre 1600 et 1450 cm™.
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1.2 Voie de ’amination réductrice.

Nous venons de montrer qu’une oxydation directe de la fraction polysaccharidique des
écorces ¢Etait envisageable afin d’obtenir un matériau possédant un nombre de sites
¢échangeurs d’ions plus important. Cependant, les résultats concernant les rendements
massiques, soulignent une agressivité de certains systémes oxydants vis-a-vis des ecorces.
Cette tendance est d’autant plus marquée que le nombre d’étapes d’oxydation est important.
C’est pourquoi une stratégie de modification plus douce a été développée. Elle repose sur
deux étapes: I’oxydation de la fraction cellulosique des écorces suivie du greffage de
groupements échangeurs d’ions sur ces derniéres. Enfin, le choix des molécules greffées s’est
orienté vers des oligosaccharides acides qui présentent 1’avantage d’apporter des sites
¢changeur d’ions plus accessibles et en nombre variable. La présence d’une extrémité
réductrice leur confere des propriétés chimiques permettant une fonctionnalisation simple a

mettre en ceuvre.

1.2.1 Stratégie de synthése.

Outre I’oxydation directe des écorces, nous proposons d’augmenter la quantité de sites
¢changeurs d’ions par greffage covalent de molécules chargées sur les écorces. Cette stratégie
repose sur la réaction d’amination réductrice entre les écorces dialdéhydes et des molécules
possédant une fonction amine primaire obtenue par fonctionnalisation d’oligosaccharides. La
stratégie de synthese est présentée en Figure 34. Cette stratégie, déja mise en ceuvre dans le
cas d’acides aminés ou de dérivés du stilbéne’®, est désormais envisagée avec des molécules

3

polyanioniques tels que les oligogalacturonates'’ issus de pectines et les oligogalactanes

issus de carraghénanes.

OH OH OH
OHO OH Nalo, 7j, TA O JOH  NaBH,CN, R-NH,,5j, TA Q |oH
—_—
HTO H+O | | HT+O
n

oA 0 O HNHN —"

I \R
écorces brutes écorces oxydées R

écorces greffées

Figure 34 : Schéma général de synthése des écorces greffées.
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1.2.2 Préparation d’oligosaccharides amines.

1.2.2.1 Stratégie de syntheése.
La stratégie retenue pour la préparation d’oligosaccharides aminés repose sur deux
étapes.
v' La production, a partir de polysaccharides naturels, d’oligosaccharides par
hydrolyse acide ou enzymatique et,
v la modification chimique de leur extrémité réductrice.
Cette dernicre est réalisée par réaction d’amination réductrice entre I’ammoniaque ou une
diamine aliphatique et la fonction aldéhyde de I’extrémité réductrice des oligosaccharides.
Pour cette étude, deux polysaccharides naturels ont été choisis: les pectines et les
carraghénanes. Ainsi, deux familles d’oligosaccharides ont ¢été produites: des
oligogalacturonates porteurs de fonctions carboxylate et des oligocarraghénanes riches en

fonctions sulfate.
1.2.2.2 Obtention d’oligosaccharides.

1.2.2.2.1 Cas des pectines.
v Hydrolyse enzymatique
Les oligogalacturonates (8) sont obtenus par hydrolyse enzymatique
d’homogalacturonanes commerciaux extraits d’albédo d’agrumes. L’action d’une
endopolygalacturonase (endo PG) Pectinex® conduit & I’hydrolyse aléatoire de la chaine
(Figure 35).

COOH
endopolygalacturonase H o o
pectinex®
GalA, > oH
Homogalacturonanes OH
issus de pectines d'albédo n
d'agrumes OH

1<n<10 (8)

Figure 35 : Schéma réactionnel de I’hydrolyse enzymatique d’homogalacturonanes.

Un mélange d’oligogalacturonates (8) est obtenu avec un rendement massique de 33%. Le

spectre de masse de la fraction conservée est présenté Figure 36.
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Figure 36 : Spectre de masse MALDI-TOF des oligogalacturonates (8) obtenus par hydrolyse enzymatique.
Le profil de masse montre une distribution gaussienne des différents oligosaccharides

centrée sur le DP 4. Ce dernier a fait I’objet d’une purification et d’une caractérisation plus

fine par spectroscopie de RMN.

v" Purification du tétragalacturonate (9).
La nature anionique des galacturonates permet leur purification sur colonne

chromatographique échangeuse d’ions. L’¢lution du mélange d’oligogalacturonates sur une

résine Sephadex A25 par un gradient d’hydrogénocarbonate d’ammonium a permis d’isoler

différentes fractions appelées DP2, DP3 et DP4 (Figure 37).

BAW, 2/1/2. viviv

¢ i |

GalA DP2 DP3 DP4

Figure 37 : Profil CCM d’élution des différents oligoméres d’acide galacturonique.
(éluant : butanol/acide acétique/eau, 2/1/2, viviv)
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La CCM montre que le tétramere (9) est obtenu pur avec un rendement massique de
23%, ce qui est confirmé par spectrométrie de masse ESI en mode négatif grace a la présence
du pic [M-H] a m/z = 721,2 ainsi que I'adduit sodium majoritaire a m/z = 743,3. L’analyse de

ce composé par spectroscopie de RMN (Figure 38) a permis de confirmer la structure.

|
| | | |H, Galred ' ‘, | ’
H;Galreda |

54 53 52 51 50 49 4s A7 48 45 44 43 42 41 40 39 3 a7 35 35 34 ppm

Figure 38 : Spectre RMN *H du tétramére d’acide galacturonique (9) dans D,0.

En effet, cinqg doublets sont observés dans la région des protons anomériques ; deux sont
attribuables a I’extrémité réductrice en distinguant les formes a et 3, le rapport d’intégration
entre les signaux a 5,35 ppm et 4,58 ppm permet d’établir le rapport o/p a 40/60. Trois autres
doublets sont attribuables aux protons anomériques des extrémités réduites. Le DP de
I’oligosaccharide est confirmé par rapport aux intégrations des signaux correspondant aux
protons anomériques. Dans ce cas, il suffit d’établir le rapport de la somme des intégrations
des protons de I’extrémité réductrice et de la somme des intégrations des protons anomériques
totaux. Les autres valeurs des signaux sont recensées dans le Tableau 20 et sont en accord

avec la littérature. 2"
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Tableau 20 : Données RMN 'H (a) et RMN 3C (b) (& en ppm, J en Hz) du tétramére d’acide galacturonique (9)
obtenues dans D,O a 25 °C.

Gal-red @ 5.35 3.88 4.03 4.42 4.80
d, J1,=35 dd, J,1 =35
32‘3 =105
Gal-red g 4.63 3.55 3.79 4.45 4.80
d,Ji,=77 dd, J,.= 7.9
Jo3=9.9
Gal-2 5.17 3.79 4.09 4.48 4.82
d, .]1‘2 =3.6 dd, Jz,1 =37
Jo3=107
Gal-3 5.14 3.81 4.05 4.45 4.82
d Ji,=33 dd, 31 =37
.]2‘3 =10.7
Gal-ter 5.11 3.74 3.94 4.29 4.80
d, .]1‘2 =37 dd, Jz‘l = 3.7
Jo3= 10.7

*|es constantes de couplage Jz 4 et J4 5 ne peuvent pas étre déterminées.

(b) C, C> Cs Cy Cs Co

Gal-red a 92.63 68.43 69.01 78.56 70.99 175.58
Gal-red g 96.6 70.85 72.89 77.64 72.89 175.67
Gal-2 99.67 68.59 69.01 78.45 72.04 175.28
Gal-3 99.66 68.59 69.02 78.39 72.04 175.28
Gal-ter 99.66 68.54 69.10 79.14 72.04 175.28

* |es déplacements chimiques peuvent étre inversés.
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1.2.2.2.2 Cas des carraghénanes.
Les oligocarraghénanes sont quant a eux obtenus par hydrolyse acide de

iotacarraghénanes commerciaux extraits d’algues rouges (Figure 39).

(0] (o]
OSO;H OSO,H
/{/0 o S -OH pH 4 par HNO,0,1 M /{/O o _OH
H H
o 2 OH o 2 OH
m
OH OH

OSOH OSO,H
iota carraghénanes 1<m<6, m 2 (10)

'moyen™ "

Figure 39 : Schéma réactionnel de I’hydrolyse acide de carraghénanes.

Les meilleures conditions d’hydrolyse (température d’hydrolyse, durée et activité de
I’acide) ont permis d’obtenir des oligocarraghénanes de DP moyen 4 (m=2). Le profil de

masse est présenté en Figure 40.
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Figure 40 : Spectre de masse ESI du mélange d’oligocarraghénanes (10) obtenu par hydrolyse acide.
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1.2.2.3 Fonctionnalisation de ’extrémité réductrice des oligosaccharides par

amination réductrice.

1.2.2.3.1 Cas des oligogalacturonates.
La réaction d’amination réductrice a ét¢ conduite sur le mélange d’oligogalacturonates
(8) mais également sur 1’oligosaccharide de DP 4 purifié (9), en utilisant comme amine
I’ammoniaque ou le 1,3-diaminopropane monoprotége (11) par un groupement
terbutylcarbamate (Boc). Dans le cas du 1,3-diaminopropane, la chaine carbonée assure la

fonction de bras espaceur. Les différentes étapes de synthése sont présentées sur la Figure 41.

voie 1 voie 2
" OH
foon GOOH 0 N7 " NHBoc , NaBH,CN CooH
H—0 | o H——0
NH;, NaBH,CN 0 2 TFA H—ol o )
OH OH NH, ¢ OH - 1 H -
o OH OH o N
-1 n o OH
OH COOH OH OH Loon
12 1<n<10  (8)
@ a:n=1 .
b:n =4 isolation du DP 4
moyen Sephadex A 25
OH on
oo COOH 1) HQN/\/\NHBOC , NaBH,CN COOH
H
Q)0 NH,, NaBH,CN ~ H—=Q /—q 2) TFA Hto )l o y
OH OH NH, OH OH OH N R
o
5 OH OH 0 oH
OH 4
coon o OH COOH
)
@ 4 ¢:R=Boc
d:R=H

Figure 41 : Schéma général de synthése d’oligogalacturonates fonctionnalisés.

v Amination réductrice par ’ammoniaque.

La réaction d’amination réductrice (Figure 41, voie 1) est effectuée a 60 °C en utilisant un
large excés d’une solution d’ammoniaque a 20% (20 équivalents) et en présence de
cyanoborohydrure de sodium comme agent réducteur également en large excés (16
équivalents). Le suivi CCM montre la conversion totale des oligosaccharides en produits
amineés facilement identifiables par révélation a la ninhydrine. Les rendements obtenus apres
purification, que ce soit pour la transformation du mélange d’oligogalacturonates (8) ou
I’oligogalacturonate de DP 4 (9), sont quantitatifs. L ’analyse par spectrométrie de masse ESI
a mode négatif a permis de confirmer les structures des produits attendus. Pour
I’oligosaccharide modifié de DP 4 (15), la présence de deux pics caractéristiques a m/z 705,3
et m/z 721,3 correspondant aux ions [M-H,O] et [M-H] respectivement confirme la

formation des produits attendus. En revanche, la spectroscopie de RMN s’est avérée dans ce
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cas, difficilement exploitable compte tenu de la complexité des spectres présentant de
nombreux chevauchements de signaux les rendant de fait difficilement attribuables. Toutefois,
la transformation par amination réductrice est mise en évidence par la disparition du signal

correspondant au proton anomérique de 1’extrémité réductrice.

v' Amination réductrice par le N-Boc-1,3-diaminopropane (11).

Pour I’introduction d’un bras espaceur aminé sur les oligogalacturonates, le 1,3-
diaminopropane a été choisi. L’une des deux fonctions amine de ce composé¢ permet sa
fixation par amination réductrice sur I’oligosaccharide, I’autre est destinée au greffage de
I’oligosaccharide ainsi modifié sur les écorces oxydées. Une telle stratégie (Figure 41, voie 2)
a au préalable nécessité la protection d’une des deux fonctions amines du 1,3-diaminopropane

afin d’éviter la formation de diméres d’oligosaccharides.

e Synthese du ter-butyl-3-aminopropylcarbamate.
Le N-Boc-1,3-diaminopropane (11) a été préparé selon la méthode décrite par
Dardonville et al. 1" (Figure 42)

(Boc),0
AN ~ NH, > HZNW NHBoc
CHCl, (11)

Figure 42 : Schéma de synthése du ter-butyl-3-aminopropylcarbamate.

Un exces de 1,3-diaminopropane (5 équivalents) est mis a réagir a 0 °C dans le chloroforme
fraichement distillé avec le diterbutylcarbamate ajouté goutte a goutte en solution dans le
chloroforme. La réaction se poursuit a température ambiante pendant 18 heures et aprés un
simple traitement, sans autre purification, le produit attendu est obtenu avec un rendement de
92%. L’analyse RMN confirme la structure en ne révélant la présence que d’un seul
groupement Boc.

e Amination réductrice.

La réaction d’amination réductrice (Figure 41, voie 2) est effectuée en mettant en jeu
16 équivalents de cyanoborohydrure de sodium comme agent réducteur et 5 équivalents
d’amine, a 80 °C dans un mélange méthanol/eau, 3/1, v/v. Le suivi par CCM montre la
conversion totale des oligosaccharides en produits aminés observés, comme dans le cas
précédent par révélation a la ninhydrine. Les rendements obtenus sont quantitatifs et la
caractérisation par spectroscopie de RMN *H a permis d’identifier le signal caractéristique du

groupement Boc (3H, s, 1,47 ppm). De plus, les analyses effectuées par spectrométrie de
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masse MALDI ou ESI en mode négatif ont montré la conversion totale des oligomeres de
départ (dans le cas du tétramere (14 c), un unique signal a m/z = 881.3 correspondant a I’ion
[M+H]" est observable). L’utilisation du TFA a température ambiante dans une seconde étape
permet la déprotection de I’amine sans hydrolyser la chaine glucidique. Les spectres RMN *H
ne présentent plus de signal a 1,47 ppm traduisant la déprotection de I’amine. Les analyses en
spectrométrie de masse confirment ces résultats ; dans le cas du tétramere (14 d), un unique

signal a m/z = 763.3 correspondant a I’ion [(M-H,0)+H]" est observé.

1.2.2.3.2 Cas des oligocarraghénanes.

Les essais d’adsorption (développés par la suite au paragraphe : Evaluation des
capacités d’adsorption des écorces greffées par 1’obtention d’isotherme d’adsorption. page
110) effectués sur les écorces greffées par les oligogalacturonates précédemment synthétisés
ont montré le role du bras espaceur sur les capacités de rétention. C’est pourquoi les mémes
conditions opératoires ont été transposées a la fonctionnalisation des oligocarraghénanes. La
réaction d’amination réductrice (Figure 43) est effectuée sur le mélange d’oligocarraghénanes
(10) en mettant en jeu 16 équivalents de cyanoborohydrure de sodium comme agent réducteur
et 5 équivalents d’amine, a 80 °C dans un mélange méthanol/eau, 3/1, v/v. Le suivi par CCM
montre la conversion totale des oligosaccharides en produits aminés observés, comme dans le

cas précedent par révélation a la ninhydrine.

o e OSOH
5 3 HNT " NHBoc | NaBH,CN H’{/ ° o
0SO,H o 2 lo 0sOH
H/{/o o OH 2) TFA o o
H
S o on 0SO,H oH o oH H
m \/\/NHR
0SO,H oH

c:R=Boc
d:R=H

Figure 43 : Schéma général de synthése d’oligocarraghénanes fonctionnalisés.

0SO,H
(10)

OH

(16)

Apreés élimination du réducteur et de I’amine en exces, les caractérisations du composé (16 c)
effectuées par spectrométrie de masse MALDI en mode positif indiquent la formation du
produit attendu. Dans ce cas, la présence de faibles quantités d’autres produits dont les
structures n’ont pu étre déterminées est observée. L’analyse par spectroscopie de RMN
confirme la fonctionnalisation des oligosaccharides par la présence du signal caractéristique
du groupement Boc.

Compte tenu de la faible proportion d’impuretés, le produit de réaction a été utilisé tel quel
pour I’étape de déprotection réalisée en conditions classiques par le TFA. Les caractérisations
effectuées par spectrométrie de masse MALDI en mode négatif indiquent la formation du

produit attendu (16 d), cependant, la présence d’oligocarraghénanes (10) non fonctionnalisés
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traduit I’hydrolyse partielle des oligosaccharides abaissant ainsi le DP moyen des
oligocarraghénanes fonctionnalisés a 3 unités glucidiques. L’analyse par spectroscopie de
RMN confirme la déprotection des oligosaccharides par la disparition du signal
caractéristique du groupement Boc.

1.2.3 Fonctionnalisation des écorces.

La fonctionnalisation des écorces (Figure 34) repose sur la réaction d’amination
réductrice entre les écorces dialdéhydes (1) et les amines primaires précedemment
synthétisées (Figure 41 et Figure 43). Comme dans le cas des écorces oxydées, nous
proposons de caractériser le matériau par son rendement massique, et ses propriétés acides. Le
greffage des oligosaccharides aminés (12 a, 12 b, 13 d, 14 d et 16 d) sur les écorces
dialdéhydes (1) conduit respectivement aux structures des écorces modifiées (17, 18, 19, 20 et
21).

1.2.3.1 Rendement massique.
Le Tableau 21 recense 1’ensemble des rendements obtenus aprés amination réductrice.
Si, sur le plan théorique, un greffage de molécule permettrait d’augmenter la masse de

produits, les résultats expérimentaux témoignent du contraire.

Tableau 21 : Rendements massiques des réactions d’amination réductrice.

Ecorces Témoin Galacturonate Carraghénane
Numeéro d’écorce 17 18 19 20 21
modifiée
Rendements
80 77 83 80 78 82

massiques (%o)

Les rendements réactionnels sont inférieurs a 100% traduisant la solubilisation de
Ccomposés encore presents sur les écorces apres oxydation periodique. La réaction d’amination
réductrice dite témoin (sans amine) conduit a un rendement massique de 80% traduisant la
solubilisation supplémentaire d’autres constituants. De plus, dans certains cas et malgré le
greffage d’amine (12 a et 13 d), les rendements massiques sont encore inférieurs & 80%. La
variation de masse ne peut donc pas traduire le rendement réactionnel du greffage ; c’est

pourquoi une caractérisation des propriétés acido-basiques a été effectuée.
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1.2.3.2 Propriétés acido-basiques des écorces fonctionnalisées.

La mesure de I’acidité a été effectuée selon une adaptation de la méthode de Boehm.
Le dosage par I’hydrogénocarbonate de sodium permet d’évaluer le nombre de fonctions
acide carboxylique ou d’acidité de force comparable de surface du matériau. Le Tableau 22
rassemble les propriétés acides des écorces modifiées. Ces valeurs, comprises entre 1,755 et
3,017 mmol.g’l, permettent de calculer le pourcentage d’aldéhydes substitu¢ par les amines.
Les DS sont faibles et compris entre 2 et 7%. lls sont aussi cohérents avec les valeurs
reportées dans la littérature s’agissant de modifications chimiques comparables.’*® Par
ailleurs, le DP des molécules greffées ne semble pas avoir de conséquences significatives sur

la valeur de DS.

Tableau 22 : Mesure de I’acidité et du taux de substitution des écorces fonctionnalisées.

Ecorces Témoin Galacturonate Carraghénane
Numéro du 17 18 19 20 21
composé greffé
Acidité (mmol.g?) 1,358 1,755 2,361 3,017 1,963 2,877
DS (%) - 4,93 3,13 7,68 1,89 4,75

1.2.4 Caractérisation par spectroscopie infrarouge.

Les spectres IR présentés Figure 44 mettent en évidence une diminution de I’intensité
de la bande correspondant aux fonctions aldéhyde (élongation des liaisons C=0 & 1740 cm™)
confirmant indirectement le greffage aprés amination réductrice. Dans le cas du greffage
d’oligogalacturonates, aucun signal ne peut étre attribué a la modification. Compte tenu de la
faible valeur de DS, les signaux caractéristiques des dérivés d’acide galacturonique se
superposent, sans se différencier, aux signaux des dérivés d’acide galacturonique
naturellement présents dans les pectines constitutives des écorces. Dans le cas du greffage des
oligocarraghénanes (écorces 21), des signaux attribuables aux fonctions sulfates apparaissent

a 1416 et 1221 cm™ et correspondent respectivement aux liaisons S-O et S=O.
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Figure 44 : Spectres infrarouge en transmittance.
écorces dialdéhydes (1) (a), écorces greffées (20) (b), (19) (c), (18) (d), (17) (e), (21) ().

2  Conséquences d’un stress métallique sur la
composition de la fraction pariétale des écorces et

du bois de sapin de Douglas.

Les végétaux sont parfois capables de s’adapter aux stress environnementaux dont la
pollution par les ETM. Les adaptations concernent, entre autres, les compositions chimiques
des parois cellulaires™® qui peuvent alors étre considérées comme des filtres passifs. Ceci est
vrai pour les cellules racinaires qui sont en contact direct avec la solution du sol et donc les
ETM. C’est également vrai pour les cellules d’écorces qui sont considérées comme une zone
de stockage des polluants organiques et minéraux.’* Les écorces de sapin de Douglas
présentant de bonnes capacités a adsorber les cations métalliques, nous avons souhaité
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engager une étude prospective des capacités du sapin de Douglas d’une part a tolérer le
Cadmium au cours de sa croissance et, d’autre part, a s’adapter chimiquement a cette
contamination. Cet élément est classé parmi les éléments métalliques de transition, il ne fait
pas partie des oligoéléments. Tres toxique a faible dose, il est pourtant absorbé par les plantes
de maniére opportuniste. Ses propriétés physiques et chimiques (taille, charge...) lui
permettent d’emprunter les canaux responsables de I’absorption d’oligoéléments tels que le
calcium. Par ailleurs, la majorité des plantes accumulatrices décrites a la particularité
physiologique d’étre de petite taille. C’est la raison pour laquelle, notre choix s’est orienté
vers une espece ligneuse : le sapin de Douglas. Si cet arbre est capable de tolérer la présence
d’ETM dans le sol, son utilisation permettrait de décontaminer les sols en profondeur gréace a
son systeme racinaire développé et d’accumuler de grandes quantités d’ETM - méme a de
faibles teneurs - du fait de sa production de biomasse importante. Enfin, une culture sous serre
a été choisie afin de permettre une bonne modélisation du phénoméne et notamment de fixer
des teneurs initiales en Cadmium. Des effets toxiques du Cadmium sur la croissance et le
développement des plantes étant couramment observés a partir de 0,1 mM, nous avons retenu
cette valeur de concentration comme limite maximale pour nos cultures. Des sapins de
Douglas juvéniles ont donc été cultivés sous serre (Figure 45) au contact de sols contenant de
0a 0,1 mM de Cd soit 11 ppm maximum ; la valeur seuil pour considérer un sol pollué étant
fixée a 0,02 mM (2 ppm environ). La phytodisponibilité du Cadmium sera préalablement
étudiée. Dans un second temps, la distribution du Cd dans la plante tout comme les
conséquences chimiques de la présence du Cadmium, sur les principaux constituants des

parois cellulaires d’écorces et de bois seront évaluees.

Figure 45 : Culture de sapins de Douglas mise en place sous serre.

Nous démontrerons ainsi que les conséquences d’un stress métallique se traduisent par une
modification chimique des composés pariétaux des écorces et du bois. Cette évolution sera
mise en relation avec les propriétés biosorbantes de matériaux obtenus ; la phytoextraction est
dans ce cas un moyen d’induire une modification de la composition chimique des écorces.
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2.1 Caracterisation des substrats de culture.
L’ensemble des mesures a été effectué¢ de facon indépendante sur chaque pot de
culture (avec quatre répétitions pour la méme condition de culture). Les substrats de cultures

sont issus d’un méme mélange initial composé de terreau et de sable (cf partie expérimentale).

2.1.1 Caractéristiques générales.

La teneur en matiére organique des substrats de culture est de 19,4% de la masse
séche, le rapport C/N est de 35,6 ; ces valeurs classent ce substrat parmi les sols riches en
matiére organique et dont la minéralisation de cette derniére est lente (rapport C/N > 20).

La mesure de la capacité d’échange cationique (CEC) a été effectuée par une méthode
colorimétrique. Les résultats obtenus sur le substrat témoin (mélange terreau/sable) donne
une valeur de 16 + 3 méq.100 g™ de sol sec ce qui classe le substrat utilisé parmi les sols &
CEC modérée (12 < CEC < 25).""

La mesure du pH du sol (Figure 46) apres culture n’a pas permis de mettre en évidence
de différences significatives entre les différents niveaux de contamination : le cadmium
apporté sous forme de sel de chlorure n’a pas d’influence sur le pH pour la gamme de
concentration choisie pour cette étude. Ainsi, la valeur de pH moyen est estimée a 6,44 + 0,09
ce qui classe ces sols parmi les sols équilibrés (6 < pH < 7), permettant une bonne

alimentation minérale des plantes.

ab
6,5 -

pH

5,5 1

T 25 M 50 pM 100 uM

Teneur initiale en Cd?* du sol

Figure 46 : pH des différents sols aprés 9 mois de culture des sapins de Douglas.
Les résultats sont une moyenne (n=4) + EC. L’analyse statistique a été réalisée par analyse de la variance a un
facteur (one-way ANOVA) et par un test de Tukey. Les lettres différentes entre deux moyennes correspondent a

une différence significative (p < 0,05)
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2.1.2 Répartition du cadmium dans les sols.

2.1.2.1 Schéma géneral de quantification.

Afin de quantifier le cadmium dans les différentes fractions des sols sur lesquels les

cultures se sont déroulées, une série de 5 extractions sélectives du cadmium a été mise en

place :

Par I’eau ultra pure : permet d’extraire le cadmium encore mobile ;

Par CaCl,*"® : permet d’extraire le cadmium phytodisponible, qui est faiblement
retenu aux particules de sol ;

Par un mélange d’acide dit RHIZO A'™: permet d’extraire le cadmium rendu
disponible par la plante aprés libération d’exsudats racinaires comme des acides
organiques ;

Par ’EDTA™ . permet d’extraire le cadmium complexé par la matiére organique
(en plus du cadmium extractible a I’eau et au CaCly) ;

Par HCI'™® : permet I’extraction du cadmium li¢ aux oxydes de fer et de
manganese (permet également ’extraction du cadmium extractible a 1’eau et a
CaCly) ;

Extraction du cadmium total : la minéralisation directe de 1’échantillon en milieu

acide a chaud permet de connaitre la teneur globale en cadmium.

2.1.2.2 Teneurs en Cd dans les fractions extraites des sols de culture.

La Figure 47 montre la quantité de cadmium présent dans les différentes extractions

réalisées a partir des quatre sols de culture contenant une quantité initiale théorique de 0

(témoin), 25, 50 et 100 uM. Cette derniere représente 1’objectif initial de concentration pour

un volume de sol de 6 litres, or apres mesure de la masse de sol (apres la récolte des sapins de

Douglas), les teneurs ne sont pas directement proportionnelles et correspondent en réalité a 0,

15, 31 et 68 mg.kg™, c’est pourquoi dans la suite des résultats, ces valeurs sont utilisées. Pour

chaque catégorie d’extraction, il apparait trés nettement une relation de proportionnalité avec

les teneurs des sols étudiés.
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Figure 47 : Quantité de cadmium extrait lors des différentes extractions.
Dosage sur sols aprés 9 mois de culture, les résultats sont une moyenne (n=4) + EC. L’analyse statistique a été
réalisée par analyse de la variance a un facteur (one-way ANOVA) et par un test de Tukey. Les lettres

différentes entre deux moyennes correspondent a une différence significative (p < 0,05).

Les teneurs en Cd dosées apres minéralisation des substrats de culture sont inférieures a celles
théoriquement introduites a ’origine de la culture. Cela traduit indirectement le niveau de
prélevement du Cd par le sapin de Douglas au cours de sa croissance. Concernant la
répartition du cadmium dans les différentes fractions extraites, celles extraites a 1’eau et par
CaCl; sont tres minoritaires (moins de 2% du Cd total). Globalement, 25% du cadmium est
extractible par le Rhizo A, 50% extractible par ’EDTA et 40% extractible par HCI. Ces
résultats traduisent le caractere sélectif de chaque extraction ou un extrait peut contenir a la

fois le cadmium retenu a un des constituants du sol mais aussi le cadmium libre.

2.1.2.3 Phytodisponibilité du Cd au cours du temps.

Si en début d’expérience, la totalit¢ du Cd introduit est soluble et donc a fortiori
phytodisponible, il en est autrement au cours du temps. Des études ont montré que la fraction
phytodisponible diminuait au cours du temps, pour, en quelques mois devenir largement
minoritaire™ : il s’agit de « I’ageing affect ». C’est pourquoi, une étude de phytodisponibilité

du Cd sur une période de 5 mois a été effectuée (Figure 48).
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Figure 48 : Phytodisponibilité du Cd au cours du temps.
Résultats obtenus pour une contamination initiale de 68 mg.kg™ (100 pM) sans culture de sapin de Douglas.

La fraction extractible & 1’eau est largement négligeable (<0,03 mg.kg™) et ce quelle que soit
la durée apres la contamination artificielle (ici réalisée selon une teneur théorique initiale de
68 mg.kg™) ; ¢’est pourquoi elle n’est pas représentée Figure 48. La quantité extractible par le
mélange d’acides Rhizo A correspondant a la fraction phytodisponible dans le cas de
libération d’exsudats racinaires (comme des acides organiques tels que 1’acide citrique) reste
constante sur la durée de 1’expérimentation. Cependant, la fraction de Cd échangeable par
CacCl,, bien que minoritaire (au plus 30 fois inférieure a la quantité introduite), diminue au

cours du temps pour devenir a partir de 4 mois quasiment nulle.

2.2 Adaptation du sapin de Douglas au stress métallique.

Afin d’apprécier la quantité de cadmium absorbé et sa distribution, les plants de sapin
de Douglas ont été découpés (Figure 49) en compartiments permettant de distinguer les
parties souterraines des parties aériennes. Ces derniéres sont divisées en 4 niveaux
correspondant aux 4 anneées de croissance, 1’exposition au sol contaminé en cadmium n’étant
intervenue que pour la derniere année de croissance. De plus, pour chaque annee, les écorces,
le bois, les aiguilles, les rameaux et les bourgeons sont séparés (concernant la quatrieme

année, seules les aiguilles, les rameaux et les bourgeons sont différentiables).
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Figure 49 : Schéma de découpe d’un sapin de Douglas.

2.2.1 Effet du cadmium sur la croissance des plants de sapin de Douglas.

Le cadmium est connu pour induire un ralentissement de la croissance, en provoquant
d’une part la diminution de la taille de la racine principale (ou pivot) et, d’autre part en
limitant le développement des parties aériennes. C’est pourquoi les critéres retenus pour cette
étude sont la taille, le nombre de rameaux, le diamétre au collet et la masse séche totale. Le
Tableau 23 rassemble les caractéristiques morphologiques globales des sapins de Douglas
utilises pour cette étude. Dans les conditions expérimentales utilisées ici, les teneurs en Cd ne
semblent pas altérer de maniere significative la croissance et le développement des plants de

sapin de Douglas.
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Tableau 23 : Données morphologiques des sapins de Douglas avant et apreés la période de culture.
Les valeurs indiquées représentent la moyenne (n=4) + EC. Le nombre de rameaux reste stable durant la période
de culture. L’analyse statistique a été réalisée par analyse de la variance a un facteur (one-way ANOVA) et par

un test de Tukey. Les lettres différentes entre deux moyennes correspondent a une différence significative

(p < 0,05).
[Cd*™] hauteur avant hauteur apres @ colletavant @ collet aprés nombre
(UM) culture (cm) culture (cm) culture (cm) culture (cm) rameaux
Témoin (0) 69+8a 84+9a 122+0,11a 1,26 +0,21 a 25+7a
25 73+7a 88+t7a 1,22+0,34 a 1,14+0,26 a 26+7a
50 74+2a 87+2a 1,32+0,35a 1,36 +0,22 a 32+t1la
100 68+8a 82+7a 1,13+0,14a 1,24+0,16 a 27+3a

L’autre critére retenu est la mesure de la masse séche pour chaque partie de la plante.

Ces données sont présentées en Figure 50.
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Figure 50 : Masse seche des différents compartiments des sapins de Douglas a la récolte.
Les valeurs sont une moyenne (n=4) + EC, la durée de culture est de 9 mois. L’analyse statistique a été réalisée
par analyse de la variance a un facteur (one-way ANOVA) et par un test de Tukey. Les lettres différentes entre

deux moyennes correspondent & une différence significative (p < 0,05).

Les parties souterraines (racines et pivots) représentent 34% de la masse totale puis
viennent le bois (26%), les aiguilles (18%), les écorces et les rameaux (10%) ; enfin les
bourgeons ne contribuent qu’a hauteur de 2% de la masse totale. La masse est constante pour
un compartiment donné quelle que soit la teneur en Cadmium dans le sol. Dans les conditions
de culture mises en ceuvre dans le cadre de cette étude, la teneur en Cadmium des sols
n’induit aucune variation significative des masses seches produites par chacun des
compartiments.
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2.2.2 Distribution du cadmium dans les arbres.

La Figure 51 presente les teneurs moyennes en Cadmium dosées a partir des plants
cultivés dans les différentes conditions expérimentales. Une relation de proportionnalité peut
s’établir entre les teneurs en Cadmium dans le sol et dans les plants. Les teneurs moyennes
atteignent 10 pg.g™de matiére séche pour la condition la plus contaminée. La présence de
Cadmium dans le lot témoin est vraisemblablement due a un effet de matrice ou a des

interférences lors du dosage.

12 ~

10 +

C
b
b
4_
a
‘| mm
0 T T T 1

Témoin 25 uM 50 uM 100 uM
Teneurs initiales en Cadmium

teneur moyenne (ug.g-1)
(o))

Figure 51 : Teneurs moyennes en cadmium des arbres issus des différentes conditions de cultures.

Les valeurs sont une moyenne (n=4) + EC, la durée de culture est de 9 mois. L’analyse statistique a été réalisée
par analyse de la variance a un facteur (one-way ANOVA) et par un test de Tukey. Les lettres différentes entre
deux moyennes correspondent & une différence significative (p < 0,05).

Le Tableau 24 indique que le pourcentage de Cadmium absorbé par la plante est de
I’ordre de 2 a 3% et ce quelle que soit la teneur initiale dans le sol. De plus le facteur de
bioconcentration diminue lorsque la teneur en Cadmium augmente. Il est faible, de 1’ordre de
0,2.

Tableau 24 : Pourcentage de Cadmium absorbé par les sapins de Douglas, facteur de bioconcentration du Cd.

Lot 25 uM 50 uM 100 uM

Teneur moyenne
1 4,01 5,85 9,91

Cd pg.g™ de MS

% de Cd dans la
1,88 2,99 2,56

plante
Facteur de

0,27 0,19 0,15

bioconcentration
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2.2.2.1 Par compartiment.

Le Cd est principalement retrouve dans le systéme racinaire (soit environ de 40 a 72%

de la quantité totale de Cd dans la plante) (Figure 52). Les parties aériennes, essentiellement

bois, écorces et aiguilles, contiennent environ 30 a 40%.

100

parties

souterraines
Teneurs initiales en Cadmium :

I

écorces

bois

I I

aiguilles  rameaux bourgeons

ETémoin ®25puM ®=50puM =100 uM

Figure 52 : Répartition du cadmium dans les différentes parties des plants de sapins de Douglas exprimée en

pourcentage de la quantité totale de cadmium dans ’ensemble des plants en fonction de la teneur en Cd du sol.

Les résultats sont une moyenne (n=4) + EC. L’analyse statistique a été effectuée sur les teneurs (Figure 53).

La Figure 53 montre que I’augmentation de la concentration en Cadmium dans le sol

induit une élévation des teneurs en Cadmium dans les parties aériennes et souterraines des

plants de sapin de Douglas. Parmi les parties aériennes, si les écorces ne sont pas le principal

compartiment de stockage du Cadmium en valeur absolue, elles sont néanmoins la zone ou les

plus fortes teneurs en Cd sont observables ; ces derniéres atteignent 6 pug.g™ de matiére séche

dans le cas de culture 2 0,1 mM de Cd.
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Figure 53 : (a) Teneurs moyennes en cadmium dans les parties souterraines et aériennes en fonction de la teneur en
Cadmium du sol, (b) Teneurs en Cadmium dans les parties aériennes exprimées en pg.g™* de matiére séche.
Les résultats sont une moyenne (n=4) + EC. L’analyse statistique a été réalisée par analyse de la variance a un
facteur (one-way ANOVA) et par un test de Tukey. Les lettres différentes entre deux moyennes correspondent a

une différence significative (p < 0,05).

2.2.2.2 Par année de croissance.

Précédemment, les résultats globaux par compartiment ont été présentés ; cependant,
la Figure 54 rassemble les résultats des teneurs en cadmium par zone de chaque compartiment
défini précédemment en Figure 49. Effectué sur chaque arbre de chaque lot, il est difficile de
corréler teneur et année de croissance. C’est pourquoi, dans la suite des travaux, les

différentes zones de chaque compartiment ont été rassemblées.

7 -

teneur en Cd (ug.gl)

écorces bois aiguilles rameaux bourgeons

mzonel ®mzone2 ®zone3 ®Mzone4

Figure 54 : Teneurs moyennes en cadmium dans les différents compartiments et par année de croissance sur un arbre

cultivé sur un sol contaminé a 100 uM de Cd.
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2.3 Caractérisation des composants pariétaux du bois et des écorces.
Afin de disposer de suffisamment de matériel végétal, les composés pariétaux ont été
caractérises par lot et non par individu. De plus la répartition du cadmium étant indépendante

de I’année de croissance, seule la zone 1 a été utilisée.

2.3.1 Protocole général d’extraction.

Afin de caractériser les composants pariétaux des écorces et du bois, une série
d’extractions successives a ¢t¢ mise en place ; le schéma général d’extraction est présenté
dans la partie expérimentale. La premiere étape consiste & extraire les sucres circulants, les
tanins, les éléments minéraux par une solution éthanolique a 80% (fraction S1). Puis
I’extraction des pectines est effectuée en deux étapes : d’une part, les pectines HM (hautement
méthylestérifiées) sont extraites a 1’eau chaude (fraction S2), d’autre part les pectines FM
(faiblement méthylestérifiées) sont extraites en présence d’oxalate d’ammonium (fraction S3),
un chélateur de calcium qui permet de déstabiliser les structures en « boite a ceuf ». Puis, vient
une étape de délignification par le chlorite de sodium : son utilisation permet d’oxyder les
lignines et donc de les solubiliser. Ces dernieres sont éliminées, leur masse (fraction S4) est
obtenue par différence par rapport aux autres fractions. Les hémicelluloses sont extraites a
partir des résidus délignifiés en deux étapes (fractions S5 et S6) par des solutions alcalines
(KOH et NaOH respectivement). Le résidu cellulosique (fraction C7) est obtenu apres avoir
répété la dernicre étape a chaud. Pour ces séries d’extraction, les poudres végétales
correspondant a deux arbres de la méme condition de culture ont été mélangées, ceci afin de

réduire le nombre de fractions.
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2.3.2  Analyses des constituants pariétaux des écorces.

2.3.2.1 Fractionnement.

La Figure 55 rend compte de la distribution des différentes fractions obtenues lors des

extractions successives effectuées sur les écorces. De maniere générale, les écorces sont
majoritairement composées de sucres circulants, tannins... extractibles par 1’éthanol a 80%.
Les lignines (estimées par la fraction S4) constituent les polymeéres pariétaux majoritaires :
elles représentent plus de 40 % de la masse totale de ces derniers, témoignant de la nature
secondaire des parois. Les proportions de pectines (S2 + S3), d’hémicelluloses (S5 + S6) et de
cellulose (C7) sont en général équilibrées, de 1I’ordre de 20% chacune.
Si le rapport composés pariétaux / composés extractibles reste constant quelle que soit la
condition de culture, les proportions des différents polymeres pariétaux varient en fonction du
traitement en Cd des plants. L’augmentation de la teneur en Cd des sols semble induire une
diminution de 10% des teneurs en lignines des écorces (fraction S4) au profit des pectines FM
(fraction S3).
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Figure 55 : Analyses des fractions extraites d’écorces d’arbres cultivés sur des sols contaminés par des concentrations
croissantes en Cadmium.
(a) Proportions des différentes fractions exprimées en pourcentage de la masse totale des fractions,
(b) Proportions des différents constituants pariétaux des écorces exprimées en pourcentage de la masse totale des

constituants pariétaux.
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2.3.2.2 Composition monosaccharidique des constituants pariétaux extraits

d’écorces.
Des analyses monosaccharidiques (Figure 56) des différentes fractions
polysaccharidiques ont été effectuées par chromatographie en phase gazeuse apres

méthanolyse et dérivation par triméthylsililation.
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Figure 56 : Compositions monosaccharidiques des fractions polysaccharidiques extraites d’écorces d’arbres exposés a
différentes concentrations de cadmium dans le sol.
Les données sont exprimées en pourcentage molaire des monosaccharides totaux dans chaque fraction ; (S1)
sucres circulants, (S2, S3) fractions pectiques, (S5 et S6) fractions hémicellulosiques, (C7) résidu cellulosique

final ; les écarts types sont calculés a partir de trois injections différentes en CPG.

98



Deuxieme partie : Résultats. Chapitre 2 : Obtention et caractérisation de matériaux biosorbants d’origine
forestiére.

Les résultats obtenus témoignent dans 1’ensemble d’une composition en
monosaccharides représentative de la nature des glucides attendus dans chaque fraction.
Ainsi, les fractions S1 contiennent majoritairement du glucose (conformément a la
composition de la seve élaborée riche en saccharose, le fructose n’étant pas analysé par cette
méthode de dérivation). Sa proportion augmente lorsque la teneur en cadmium augmente dans
le sol, de 53% pour la condition témoin & 73% pour les arbres cultivés sur 100 uM de
cadmium.

Concernant I’analyse des fractions S2 et S3, leur nature pectique est confirmée par le
taux élevé d’acide galacturonique (> 25%), traduisant la présence d’homogalacturonanes. Les
taux de rhamnose de I’ordre de 5 a 10 % laissent supposer que ces fractions contiennent aussi
des rhamnoglacturonanes pouvant étre substitués par des chaines latérales d’arabinanes, de
galactanes et/ou d’arabinogalactanes. Les autres monosaccharides identifiés (xylose,
mannose, acide glucuronique) sont détectés a des taux faibles (moins de 5%). Par ailleurs,
I’augmentation des teneurs en Cd dans les sols induit une diminution de la proportion d’acide
galacturonique (de 35 a 24%) pour des teneurs en rhamnose constantes (de 1’ordre de 7%). Le
rapport Gal A/ Rha diminue en conséquence ce qui est caractéristique de structures pectiques
plus ramifiées. La fraction S5 extraite a la potasse est riche en Ara et Xyl ; des traces de Glc A
sont identifiées, ce qui suggere 1’extraction sélective d’arabinoglucuronoxylanes. Des teneurs
importantes en Man, Glc, Gal dans les fractions S6, extraites a la soude, semblent indiquer
I’extraction de glucogalactomananes. De tels résultats sont en accord avec la littérature qui
précise la présence de ces deux catégories d’hémicelluloses chez le sapin de Dougla5183.
Aucune évolution significative de la composition monosaccharidique des hémicelluloses ne
peut toutefois étre corrélée a I’évolution des teneurs en Cd des sols sur lesquels les plants de
sapin de Douglas se sont développés.

Le résidu final C7 est trées largement composé de glucose, monosaccharide
caractéristique de glucanes pariétaux tels que la cellulose. L’absence d’autres polysaccharides
dans la composition du résidu C7 confirme la bonne extraction des autres polysaccharides

pariétaux et donc la bonne efficacité du protocole d’extraction mis en place.
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2.3.2.3 Degré de méthylation des pectines extraites d’écorces de sapin de

Douglas.

Une évaluation du degré de méthylestérification des fractions pectiques S2 et S3 a été
effectuée (Tableau 25). Le DM est établi par le rapport entre la quantité de méthanol libéré au
cours d’une saponification (dosage par spectrophotométrie UV-visible apres dérivation avec
le Purpald) et la quantité d’acide galacturonique précédemment évaluée par CPG. Les valeurs
obtenues sont conformes a la stratégie d’extraction : dans la fraction pectique HM (S2), les
DM sont globalement plus elevés et compris entre 64 et 81 %. Un fort DM est souvent corrélé
avec une faible proportion de structure de type « boite a ceufs » au sein des pectines. Par
conséquent, celles-ci sont plus facilement extraites par 1’eau chaude. Dans le cas des fractions
S3, les DM plus faibles, compris entre 52 et 69%, laissent supposer une plus grande richesse
en motifs d’homogalacturonanes liés grace au calcium dans les structures type « boite a
ceufs » nécessitant 1’emploi de chélateur de calcium pour étre extrait. Par ailleurs, il est
intéressant de constater que I’augmentation des teneurs en Cd dans les substrats induit une
augmentation de DM des pectines HM (fraction S2) et une diminution de DM des pectines
FM (fraction S3) traduisant dans ce dernier cas une augmentation de leur acidité.

Tableau 25 : Degré de méthylestérification des pectines (fractions S2 et S3) d’écorces de sapin de Douglas en fonction

de la concentration en cadmium du sol de culture.

Teneurs en DM (%)
Cadmium S2 S3
Témoin (0 uM) 64 69
25 uM 75 58
50 uM 64 52
100 uM 81 59
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2.3.3 Analyses des constituants pariétaux du bois.

2.3.3.1 Fractionnement.

Comme dans le cas des écorces, le protocole d’extraction a permis d’évaluer la
répartition des différentes fractions. Si dans les écorces, la fraction S1 est la plus importante,
elle représente moins de 5% de la masse de bois (Figure 57). En effet, ce tissu de soutien est
spécialisé dans la conduction de la seve brute. Les pectines sont tres peu présentes (de 1 a
3%). Le bois est ainsi majoritairement composé d’hémicelluloses, de cellulose et de lignines
dans des proportions de 20, 35, et 35% respectivement, ce qui traduit la richesse des

épaississements secondaires de la paroi pour les vaisseaux de xyleme.
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Figure 57 : Analyses des fractions extraites du bois d’arbres cultivés sur des sols contaminés par des concentrations
croissantes en cadmium.
(a) Proportions des différentes fractions exprimées en pourcentage de la masse totale des fractions,
(b) Proportions des différents constituants pariétaux des écorces exprimées en pourcentage de la masse totale

des constituants pariétaux.

Une nouvelle fois, I’augmentation des teneurs en Cd dans les substrats de sol semble abaisser

de fagon significative la proportion de lignines au profit de celle de cellulose.
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2.3.3.2 Composition monosaccharidique des composés pariétaux extraits du

bois.

Comme pour les écorces, une analyse monosaccharidique a été effectuée sur chaque

fraction. La Figure 58 rassemble I’ensemble des résultats obtenus.
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Figure 58 : Compositions monosaccharidiques des fractions polysaccharidiques extraites d’écorces d’arbres exposés a

différentes concentrations de cadmium dans le sol.

Les données sont exprimées en pourcentage molaire des monosaccharides totaux dans chaque fraction ; (S1)

sucres circulants, (S2, S3) fractions pectiques, (S5 et S6) fractions hémicellulosiques, (C7) résidu cellulosique

final ; les écarts types sont calculés a partir de trois injections différentes en CPG.
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Comme cela a déja été observé dans le cas des écorces, I’augmentation de la teneur en Cd
dans les substrats de sol induit une augmentation de la teneur en Glc circulant (fraction S1).
Les pectines, avec moins de 5% de la masse totale du bois, sont nettement moins représentées
que dans les écorces. La fraction S2, caractéristique des pectines HM, semble aussi plus
hétérogéne que dans le cas des écorces. L’augmentation des teneurs en Cd dans les substrats
de sol semble induire, dans le cas des pectines FM (fraction S3), une augmentation des
teneurs en Gal A — les teneurs en Rha restant stables. Ceci suggére une élévation du rapport
Gal A / Rha caractéristique de composés pectiques moins ramifiés.

Les extraits obtenus par la potasse, riches en Ara et Xyl et présentant des traces de Glc A, sont
caractéristiques d’arabinoglucuronoxylanes. La présence dans les extraits obtenus par la soude
de Gal, Man et Glc confirme, dans ce cas, I’extraction de glucogalactomananes. De tels
résultats sont comparables a ceux déja obtenus sur les écorces.

Le résidu cellulosique C7 apparait enfin plus hétérogene sans doute contaminé par des

hémicelluloses mal ou pas extraites dans les conditions standards (fractions S5 et S6).

3 Bilan.

Nous venons de développer deux voies de modification de biosorbants. D’une part
d’un point de vue chimique, une stratégie d’oxydation a permis d’obtenir des matrices plus ou
moins oxydées. Cependant, au cours du protocole, plus le nombre d’étapes augmente, plus le
rendement massique diminue traduisant la dégradation des écorces. C’est pourquoi, nous
proposons comme alternative le greffage de molécules échangeuses d’ions par amination
réductrice sur les écorces précédemment oxydées par le periodate de sodium. Cette méthode
offre I’opportunité d’augmenter le nombre de fonctions échangeuses d’ions et d’en moduler la
nature. Ainsi des oligosaccharides de type galacturonanes et carraghénanes possédant
respectivement des fonctions carboxylate et sulfate ont été greffées sur les écorces.
Cependant, les degrés de substitution des fonctions aldehydes restent faibles, inférieurs a
10%. D’autre part, la culture de plants de sapins de Douglas sur des sols contaminés en
cadmium a été utilisée comme moyen d’induire une modification de la composition chimique
des écorces par un stress métallique. L’adaptation a ce stress passe par une augmentation de la
proportion de pectines au détriment de celle des lignines. De plus 1’analyse
monosaccharidique des fractions pectiques montre une diminution de la proportion d’acide

galacturonique. Cependant ces deux tendances se compensent et conduisent a une quantité
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totale d’acide galacturonique constante dans les composés pariétaux. Par ailleurs, le degré de

méthylestérification des pectines augmente légerement; le nombre de fonctions acide
carboxylique, disponible pour la biosorption, est donc diminué pour les écorces issues des

plants soumis a un stress.
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1 Evaluation des capacités d’adsorption des écorces

oxydees.

1.1 Détermination des parameétres caractéristiques de I’adsorption des

écorces oxydées par I’obtention d’isotherme de Langmuir.

1.1.1 Essai d’adsorption.

1.1.1.1 Effet du degré d’oxydation.

La Figure 59 décrit les isothermes d’adsorption du plomb par des écorces mono, di et
tricarboxyliques. Comparées aux écorces brutes, les capacités de rétention sont nettement
augmentées, les valeurs de I’affinité restant similaires (Tableau 26). Bien que 1’oxydation par
I’hypobromite de sodium catalysée par le TEMPO ne conduise qu’a une unité glucidique
monocarboxylée, il est intéressant de souligner que le matériau obtenu présente cependant des
capacites de rétention comparables a celles des écorces tricarboxyliques. Une telle
observation doit étre rapprochée des conditions expérimentales utilisées pour modifier
chimiquement les écorces. Ces derniéres demeurent un matériau biologique sensible aux
agents chimiques oxydants. Les résultats présentés sur la Figure 59 doivent nous inciter a
rechercher le meilleur compromis expérimental qui conduit a une oxydation maximale et
plurielle capable de préserver l'intégrité chimique des écorces et donc leurs propriétés

naturelles.
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Figure 59 : Isothermes d’adsorption du plomb sur les écorces tricarboxyliques (5) (a), carboxyliques (7) (b),
dicarboxyliques (6) (c), brutes (d).
1.1.1.2 Effet de la stratégie d’oxydation.

Les commentaires précédents s’appliquent également & une méme classe d’écorces
oxydées, les écorces tricarboxyliques. Dans ce cas, la mise en ceuvre d’un catalyseur comme
le TEMPO lors de la synthese du matériau contribue a améliorer les capacités de rétention
(Tableau 26). De méme, I’utilisation d’un oxydant plus fort comme I’hypobromite a la place
de I’hypochlorite, induit une augmentation des capacités de rétention de 1,086 a 1,302 méq.g°
! De tels résultats nous ont incité a rechercher le meilleur compromis entre capacités des

écorces modifiées et réactions chimiques mises en ceuvre pour atteindre ce résultat.
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Figure 60 : Isothermes d’adsorption du plomb sur les écorces tricarboxyliques (4) (a), (5) (b), (2) (c), (3) (d) et les

écorces brutes (e).
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1.1.2 Reécapitulatif.

Le Tableau 26 rassemble 1’ensemble des paramétres cinétiques obtenus lors de
I’adsorption du plomb sur les écorces oxydées. Les valeurs des capacités de rétention
atteignent 1,816 méq.g™. Concernant I’affinité, la nature des groupements échangeurs d’ions
étant identique, les valeurs sont globalement similaires comprise en 2 et 5 még.L™. Une
valeur plus élevée de 10,30 L.méq™ est toutefois obtenue dans le cas d’une oxydation
effectuée en trois étapes. Il peut étre suppose, dans ce cas, qu’une telle stratégie, en
provoquant une modification chimique profonde des écorces, conduirait a 1’élimination des
autres sites échangeurs d’ions de I’écorce. Les valeurs de ’affinité enregistrées dans ce cas
seraient alors celles de I’interaction entre le plomb et les fonctions carboxylate.

Enfin, des coefficients de corrélation supérieurs a 0,9 soulignent, en les validant, la bonne
répétabilité des résultats expérimentaux.

Tableau 26 : Paramétres cinétiques des isothermes d’adsorption du plomb sur les écorces oxydées obtenus aprés

linéarisation selon le modéle de Langmuir.

Ecorces / numéro de composé Omax (MEQ/Q) b (L/méq) r?
Brutes 0,238 4,80 0,970
Ecorces-carboxyliques 7 1.816 3,70 0,863
Ecorces-dicarboxyliques 6 0.999 3,80 0,947
2 1.302 2.98 0.999
Ecorces-tricarboxyliques > 1080 203 0993
4 1,813 10,30 0,993
5 1,725 3,31 0,903
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1.2 Mise en évidence des complexes « ion métallique-carboxylate ».

Suite a I’adsorption du plomb sur les écorces modifiées, la spectroscopie infrarouge
peut étre employée comme une méthode d’analyse quantitative : en effet, sur des matériaux de
plus grandes capacités de rétention comme c’est le cas pour les écorces ayant subi une
oxydation poussée (écorces tricarboxyliques (5)), il est possible de mettre en évidence la
bande correspondant a I’¢longation des liaisons C=0O des carboxylates complexées par le
plomb. De plus, cette observation est corrélée a la diminution de I’intensité de la bande

correspondant a 1’élongation des liaisons C=0 « libres » & 1750 cm™ (Figure 61).
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Figure 61 : Spectres IR d’écorces oxydées et ayant adsorbé des concentrations croissantes de plomb ; suivi de

I’adsorption du plomb.

La Figure 62 montre une relation de proportionnalité aux faibles concentrations entre
I’absorbance a 1580 cm™ et la quantité¢ d’ions fixés par les écorces avant d’atteindre un
plateau de saturation pour A = 0,17. Ce palier, a corréler a I’isotherme d’adsorption (Figure
63), traduit la saturation préférentielle des fonctions carboxylate : le plomb est toujours fixé

mais sur des sites différents, vraisemblablement des fonctions phénoliques.
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Figure 62 : Représentation graphique de I’absorbance 4 1580 cm™ en fonction de la quantité de plomb fixé sur les

écorces.
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Figure 63 : (a) Isotherme d’adsorption du plomb par les écorces oxydées (5), (b) Absorbance des fonctions

carboxylates complexées par le plomb.

La Figure 63 met en évidence une meilleure affinité du plomb vis-a-vis des fonctions
carboxylate comparativement aux autres fonctions responsables de 1’adsorption comme les
fonctions phenol. Les sites carboxylate sont les sites d’adsorption prioritaires car trés vite leur

quantité atteint un maximum alors que 1’adsorption est encore possible sur les écorces.
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2 Evaluation des capacités d’adsorption des
ecorces (greffees par Dobtention d’isotherme

d’adsorption.

2.1 Sur les écorces greffées par des molécules carboxylées.

Lors de I’oxydation directe des polysaccharides structuraux des écorces, nous avons
pu mettre en évidence le réle des fonctions acide carboxylique sur les propriétés d’adsorption
des cations métalliques. Nous nous proposons d’étudier les conséquences d’un éloignement
des fonctions acide carboxylique greffées a la surface des écorces. En nous permettant de
moduler la valeur des DP testés, le greffage d’oligogalacturonates apparait comme un modele
de choix. L’insertion d’un bras espaceur est aussi une alternative dont nous avons souhaité
étudier I’intérét.

Les isothermes d’adsorption du plomb (Figure 64) effectuées sur les ecorces greffées
par les oligogalacturonates sont toutes de type Langmuir. L’élévation des valeurs enregistrées
aux plateaux de saturation traduit une nette augmentation des capacités de rétention a la suite
des différents greffages.

Si le greffage de I’acide galacturonique permet d’améliorer la capacité de rétention en plomb,
a degré de substitution comparable, le greffage d’oligosaccharides de DP plus importants, en
apportant un nombre de fonctions acide carboxylique supérieur, augmente les valeurs de
capacités maximales de rétention des écorces greffées. Par ailleurs, pour un méme
oligosaccharide, I’insertion d’un bras espaceur semble influer positivement sur la capacité de
rétention des écorces greffées.

Enfin, quelle que soit la nature du greffage envisage, avec ou sans bras espaceur, les valeurs
d’affinité restent similaires (Tableau 27). Elles traduisent, a cation metallique constant,
I’équilibre physicochimique qui s’établit avec I’unique fonction chimique échangeuse d’ion

étudiée dans ce cas, la fonction acide carboxylique.

110



Deuxiéme partie : Résultats. Chapitre 3 : Evaluation des capacités d’adsorption des matériaux biosorbants
d’origine forestiere.

18 -
16 - - — @
l A
14 X
*
12 (b)
~~ .
210 .
37 N . (c)
£ 08
O
06 (d)
0,4
0,2 - (6)
0,0 : : ‘
0 2 4 6 8 10

Ceq (Még/L)

Figure 64 : Isothermes d’adsorption du plomb sur les écorces greffées (19) (a), (20) (b), (18) (c), (17) (d) et sur les
écorces brutes (e).

2.2 Comparaison des capacités de rétention des écorces greffées par

des carboxylates et par des sulfates.

Afin de mettre en évidence I’importance de la nature du groupement échangeur d’ions
dans I’interaction entre le matériau biosorbant et le cation métallique présent en solution, nous
avons souhaité comparer les capacités des fonctions carboxylate et sulfate a adsorber le
plomb. Une expérience de greffage d’oligocarraghénanes de DP moyen égal a 4 muni d’un
bras espaceur a éte renouvelée dans des conditions équivalentes a celles mises en ceuvre pour
les oligogalacturonates.

A degré de substitution similaire, les isothermes d’adsorption obtenues a partir des
écorces greffées oligocarraghénanes (Figure 65) conduisent a des valeurs de Qmax Similaires a

celles obtenues a partir des mémes écorces greffées par les oligogalacturonates (Tableau 27).
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Figure 65 : Isothermes d’adsorption du plomb sur les écorces greffées (19 d) (a), (21) (b) et les écorces brutes (c).

Dans I’un et ’autre des cas, les capacités des écorces brutes a adsorber le plomb sont

tres nettement augmentées, les capacités de rétention pouvant étre augmentées jusqu’a un

facteur 8. Dans le cas du plomb, la comparaison des valeurs d’affinit¢ (b) montre des

différences sensibles (de 4,8 L.méq™ pour les écorces brutes & 18,4 L.méq™ pour les écorces

greffées par les oligocarraghénanes). Un tel comportement trouvera sa justification dans les

lois qui régissent les équilibres entre ions présents en solution et les sites échangeurs d’ion a

la surface desquels ils vont s’adsorber. Ce dernier aspect fera I’objet d’un point particulier de

la discussion.

Tableau 27 : Paramétres cinétiques des isothermes d’adsorption du plomb sur les écorces greffées obtenus apreés

linéarisation selon le modele de Langmuir.

Ecorces Omax (MéQ.g7) b (L.méq™) r DS

Brutes 0,238 4,80 0,970 -
a7 0,632 3,78 0,984 4,93
Greffées (18) 0,910 5,25 0,884 3,13
galacturonates (19) 1,780 3,71 0,882 7,68
(20) 1,292 3,37 0,942 1,89
Greffées carraghénanes  (21) 1,490 18,14 0,985 4,75
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3 Evaluation des capacités d’adsorption du bois

et des écorces d’arbres exposés a une contamination

métallique.

Afin de disposer de suffisamment de matériel biologique, les essais de biosorption ont

été effectués sur les écorces et le bois de la zone 1 des arbres.

3.1 Variabilité des propriétés d’adsorption en fonction de I’arbre.

Dans un premier temps, des essais de biosorption ont été effectués sur chaque arbre
afin de mettre en évidence une éventuelle différence entre les individus cultivés dans les
mémes conditions. La Figure 66 rend compte des résultats obtenus pour 3 arbres cultivés dans
les mémes conditions (50 uM de cadmium) ; I’hyperbole décrite correspond a I’isotherme de
Langmuir théorique calculée a partir des moyennes des parameétres obtenus lors des 3
adsorptions. Les points sont équitablement dispersés autour de la courbe théorique traduisant
la validité du modele de Langmuir. Par ailleurs, la linéarisation des isothermes obtenues
conduit & une valeur de qmax équivalente égale a 1,130 még.g™ (les droites coupent 1’axe des
abscisses en un méme point), exemple pris pour I’adsorption du Cd pour les écorces du lot a
50 pM.

De méme, concernant les valeurs d’affinité, qui sont de I’ordre de 1 L.méq™ (les droites ont
des coefficients directeurs quasi identiques). De plus, des coefficients de corrélation élevés

(supérieurs 0,82) traduisent une nouvelle fois la validité du modéle de Langmuir.
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Figure 66 : Isotherme d’adsorption du cadmium sur les écorces des sapins de Douglas cultivés sur un substrat

contaminé a 50 uM (a), Linéarisation des isothermes précédentes selon le modéle de Langmuir (b).
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D’un individu a I’autre, les paramétres cinétiques ne sont pas identiques ; ils peuvent toutefois
étre considérés comme similaires. Dans ce cas, les différences observées sont peu
significatives. C’est pourquoi, dans la suite des travaux, nous présenterons uniquement les
courbes théoriques calculées a partir des moyennes des parametres cinétiques des 4 plants de

la méme condition.

3.2 Adsorption du plomb et du cadmium sur les écorces d’arbres

exposés a une contamination métallique.

Les résultats des essais de biosorption du plomb et du cadmium sur les écorces
récoltées a partir de sapins de Douglas exposés a la présence de Cd au cours de leur
croissance sont illustrés par les isothermes d’adsorption (Figure 67). Ces derniéres, d’allure
hyperbolique, mettent en évidence un palier traduisant la saturation du biosorbant. Que ce soit
dans le cas du plomb ou du Cd, les capacités de rétention maximale sont d’autant plus faibles
que la teneur en cadmium dans le sol est élevée. Quel que soit 1’élément trace métallique
étudié, les capacités de rétention diminuent donc apres croissance sur un sol contaminé.

La comparaison des Figure 67 a et b met en évidence que, dans ce cas, les capacités de

rétention du plomb sont deux fois plus élevées que celles du cadmium.
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Figure 67 : Isothermes d’adsorption du plomb (a) et du cadmium (b) sur les écorces issues de sapins de Douglas
cultivés sur des sols témoin et contaminés par des solutions croissantes de Cadmium.

Les isothermes décrites représentent les isothermes théoriques recalculées par le modele de Langmuir.
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3.3 Adsorption du plomb et du cadmium sur le bois.

Les résultats des essais de biosorption du plomb et du cadmium sur le bois sont
illustrés par les isothermes d’adsorption (Figure 68). Aucune différence significative n’est
constatée. La présence de Cd dans les substrats de sol ne semble pas modifier les capacités du
bois a adsorber les cations métalliques. Comparées aux écorces, les capacités d’adsorption du

plomb sont moins bonnes. Le Cd semble dans ce cas mieux adsorbé.
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Figure 68 : Isothermes d’adsorption du plomb (a) et du cadmium (b) sur le bois issu de sapins de Douglas cultivés sur
des sols témoin et contaminés par des solutions croissantes de Cadmium.

Les isothermes décrites représentent les isothermes théoriques recalculées par le modéle de Langmuir.

3.4 Synthese.

Afin de comparer les valeurs des parametres d’adsorption, nous les présentons sous
forme de tableau récapitulatif (Tableau 28).
Les valeurs des capacités de rétention du plomb par les écorces diminuent de maniére
significative avec 1’augmentation de la quantité en cadmium dans le sol. Les valeurs des
écarts types (inférieurs 0,2 még.g™) témoignent de la répétabilité de 1’adsorption du plomb
d’un individu a l’autre et valide la présentation des résultats par condition. Concernant
I’adsorption du cadmium, la méme tendance est observée, méme si les incertitudes sont plus
importantes. Par ailleurs, compte tenu de I’amplitude des incertitudes, les valeurs de 1’affinité
peuvent étre considérées comme similaires.
L’augmentation des teneurs en Cd dans les substrats de sol ne semble avoir aucun effet sur la
capacité du bois a adsorber le plomb. La capacité du bois a adsorber le Cd semble en revanche
significativement améliorée. Cependant, aucun effet dose réponse n’est observé. Dans tous les

cas, la valeur de I’affinité b ne semble pas affectée.
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Tableau 28 : Tableau récapitulatif des paramétres de 1’adsorption du plomb et du cadmium sur le bois et les écorces
des sapins de Douglas issus des cultures sous serre.
Les résultats sont une moyenne (n=4) + EC. L’analyse statistique a été réalisée par analyse de la variance a un
facteur (one-way ANOVA) et par un test de Tukey. Les lettres différentes entre deux moyennes correspondent a

une différence significative (p < 0,05).

Condition de )

culture Plomb Cadmium

Ecorces Omax (Még.gY) b (L.még™)  Omax (Még.g?) b (L.még™)

Témoin 2,232+0,107a 2,29+127a 1448x0,181a 157+1,32a
S 25 UM 2,135+0,080a 2,05%+0,74a 1,260+0,087ab 1,04+0,40a
% 50 uM 1864 +£0,106b 191+0,28a 1,129+0,209ab 1,37+0,96a
3 100 uM 1,424+0,179¢ 1,29+0,62a 0,990+0,298b 1,12+0,99a
% Bois
g Témoin 0990+£0,298a 1,11+0,99a 1,293+0,025a 2,00+0,92a
% 25 UM 0,929+0,045a 1,73+0,53a 1,504+0,100b 0,80+£0,19b
- 50 uM 0,948+0,113a 249+126a 1512+0,104b 1,03+0,13ab

100 uM 0,938+0,036a 255+0,76a 1,548+0,105b 0,87+0,41b

4 Bilan.

Les deux stratégies de modifications prospectées, par voies chimique ou biologique
conduisent a des biomatrices dont les propriétés ont été modifiées. D’un point de vue
chimique, les matériaux obtenus aprés oxydation ont des capacités d’échange d’ions
augmentées d’un facteur 8 dans certains cas. Il apparait également que I’intensité de
I’oxydation n’est pas le seul critére responsable de la biosorption, les écorces (7) dont seules
les fonctions alcool primaires ont été oxydées en témoignent, de tels matériaux présentent les
meilleures capacités de rétention. Par ailleurs, les biomatrices obtenues par greffage covalent
d’oligosaccharides exposent non seulement une amélioration des capacités de rétention, mais
également une valeur de I’affinité modulée en fonction de la nature des fonctions échangeuses
d’ions présentes. D’un point de vue biologique, les écorces issues des lots d’arbres se
développant sur sols contaminés présentent des capacités de rétention diminuées par rapport

celles du lot témoin.
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Les écorces presentent des proprietés biosorbantes intéressantes, cependant, comme
nous 1’évoquions précédemment, il s’agit d’une biomatrice hétérogeéne et dégradable. Au
cours de ces travaux, nous nous sommes fixés deux objectifs. Le premier vise a stabiliser les
écorces, le second a en améliorer les propriétés. C’est pourquoi une premiére partie de notre
étude vise a éliminer les composés hydrosolubles, les oxyder ou les conserver en les réticulant
directement sur la structure. Pour la seconde partie dediée a optimiser les propriétés
biosorbantes des écorces, deux stratégies ont été prospectées. D une part le développement de
plants de sapin de Douglas sur un substrat contaminé en cadmium est utilisé afin d’induire
une modification par voie biologique de la composition chimique des écorces, d’autre part les
propriétés sont directement modulées par réactions chimiques. L’oxydation vise a faire
apparaitre directement sur la structure des fonctions carboxylate, 1’amination réductrice
permet de greffer des molécules possédant des groupements échangeurs d’ions de nature

1 Le sapin de Douglas absorbe le cadmium.

La littérature propose de nombreuses technologies - essentiellement physico-chimiques
- de décontamination des sols pollués par les ETM. Sous I’impulsion de la demande sociétale
tout comme des acteurs en charge de la réhabilitation des écosystémes pollués, les
écotechnologies connaissent actuellement un essor significatif, c’est notamment le cas pour la
phytoextraction. Une telle approche procure en effet de nombreux avantages - technologique
et économique - qui lui conférent une place de choix parmi les différentes techniques

envisageables.

1.1 Phytoextraction du cadmium par le sapin de Douglas.

Pour la plupart des végétaux, un stress métallique se traduit par une modification
sensible du métabolisme et induit, généralement, des dysfonctionnements de ce dernier. Outre
I’impact sur la croissance, la présence d’ETM pourra induire d’autres symptomes tels que le
jaunissement des aiguilles ou des feuilles. Les plantes sont néanmoins capables d’absorber les

184

ETM et de les tolérer a des teneurs faibles.”™ Quelques unes d’entre elles pourront étre

qualifiées d’hyperaccumulatrices et présentent dans ce cas la particularité de s’adapter a des
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teneurs élevées en ETM. A I’heure actuelle, aucune espéce d’arbre n’est reconnue comme
potentiellement hyperaccumulatrice.

Dans les conditions opératoires mises en ceuvre, 1’étude des capacités du sapin de
Douglas a absorber et a accumuler le Cd, effectuée sous serre sur des substrats contaminés
artificiellement en cadmium, n’a pas mis en €vidence d’effets sur la croissance des plants. La
durée de culture (9 mois) est vraisemblablement insuffisante - aux teneurs en Cd utilisées -
pour induire des modifications morphologiques visibles. De telles modifications sont
généralement obtenues in vitro ou en culture hydroponique pour des durées de culture plus
courtes et des teneurs en ETM plus élevées.’” De plus, la part du cadmium phytodisponible
ne représente qu’une fraction minoritaire du cadmium total (moins de 0,5% du Cd total est
directement disponible et moins de 20% est disponible en présence d’exsudats racinaires), ce
qui équivaut a des teneurs réelles plus faibles. En fin d’expérience, et quelle que soit la teneur
en Cd des sols, une fraction minoritaire du cadmium - extractible par CaCl, - reste
phytodisponible pour les arbres en croissance. Si ce résultat semble suggérer que les teneurs
en Cd dans le sol n’ont pas été toxiques au cours de I’expérimentation, il peut également
suggérer que le systeme racinaire des plants de sapin de Douglas ne soit pas réparti de facon
homogene a I’intérieur des pots de culture. Dans ce cas, une partie du Cd reste disponible sans
toutefois étre accessible aux racines. Par ailleurs, et quelle que soit la teneur en Cd dans le sol,
pres de 20% du cadmium initial demeure extractible par le mélange Rhizo A a I’issu de la
période de culture, ce qui permet d’émettre I’hypothése de I’absence d’exsudats chez le sapin
de Douglas.

Le Cd est absorbé par le sapin de Douglas. Si, compte tenu des quantités de Cd
absorbées (2,03 mg par arbre au maximum), ce dernier ne peut pas, a proprement parler, étre
considéré comme une espece phytoaccumulatrice, nos résultats semblent indiquer qu’il serait
en mesure de se développer sur des milieux faiblement contaminés. Les facteurs de
bioconcentration sont de I’ordre de 0,2 et peuvent étre considérés comme faibles. Les
quantités de cadmium extraites de I’ordre de 2 mg par arbre n’affectent pas la croissance des
plants de sapins de Douglas, ce qui démontre dans ce cas I’aptitude de ce dernier a s’adapter a
de telles conditions environnementales. Concernant la distribution du cadmium dans 1’arbre,
les racines sont identifiées comme le compartiment le plus riche en Cd. La teneur en Cd dosée
dans les racines est d’ailleurs proportionnelle aux teneurs des sols sur lesquels les plants de
sapin de Douglas se sont développés. Cette derniere observation montre que le cadmium n’est
que en partie transporté jusqu’aux parties aériennes soit 30 a 40% du Cd absorbé par la plante.

Les différences de teneurs en Cd dosées dans ces dernieres sont cependant significatives. Le
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Cd est identifié a 1’¢tat de traces dans les bourgeons, par opposition aux écorces qui est le
compartiment le plus riche en Cd. Un tel résultat confirme I’un des réles biologiques des
écorces en tant que zone de compartimentation des substances organiques et minérales - dont
les ETM - nocives au métabolisme de la plante. Exprimés en teneurs, nos résultats désignent
les écorces (jusqu’a 6,23 pg.g™ pour le lot ayant poussé sur le sol le plus contaminé) comme
tissus de stockage principal des ETM alors qu’en quantité absolue, il s’agit du bois (de 38 a
48% de la quantité totale contenue dans les parties aériennes, soit 0,3 a 0,4 mg). Ce résultat
est expliqué par la large représentativité du bois dont la masse est plus de deux fois supérieure
a celle des écorces. Il est aussi intéressant car c’est généralement le bois qui présente la
meilleure valorisation dans le secteur énergétique ce qui permettrait indirectement d’envisager
de concentrer le Cd dans les cendres issues de la combustion de bois obtenus apres
phytoextraction. Tout comme les bourgeons, les rameaux et les aiguilles présentent des
teneurs faibles en Cd, le processus de transport vers les parties aériennes semble épargner ces
zones. Les résultats obtenus a partir des aiguilles sont cependant a modérer car le dosage a été
réalisé sur I’ensemble des aiguilles - mortes et vivantes - qui ont été récoltées simultanément.
Il est donc possible que les teneurs en Cd dans ce compartiment soient sous estimées ne

reflétant pas la variabilité en fonction de 1’état physiologique des tissus.

Enfin, pour un méme arbre, la répartition du Cd en fonction de 1’dge des tissus
considérés n’a pas permis de définir un gradient de concentration. Dans le cas du sapin de

Douglas, le Cd serait donc distribué de fagon homogene.

1.2 Adaptation du sapin de Douglas a la contamination par les ETM.

Dans les conditions expérimentales mises en ceuvre, la contamination en cadmium
n’induit aucune conséquence morphologique visible sur le sapin de Douglas, c’est la raison
pour laquelle une analyse chimique des écorces et du bois, compartiments désignés comme
principales zones de stockage du Cd, a été effectuée. L’objectif de cette analyse est, en
caractérisant qualitativement et quantitativement les différentes familles de molécules
pariétales, d’apprécier les conséquences chimiques de la contamination des sols par le Cd.
Une série d’extractions séquentielles et sélectives a donc été effectuée sur chaque lot
d’écorces et de bois prélevé sur des sapins de Douglas issus de culture provoquée sur des sols

de teneurs croissantes en Cd.
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Sur le plan des compositions monosaccharidiques, la fraction S1 isolée a partir des
écorces est significativement affectée par la teneur en Cd dans le sol. Les teneurs en glucose
(probablement sous la forme de Glc libre et de saccharose) augmentent fortement pour les
trois lots contaminés. L’¢élévation de la teneur en Cd des sols semble induire une diminution
significative de la proportion de lignine et une augmentation concomitante de la part des
pectines FM. La présence de Cd induit en conséquence un épaississement de la paroi
cellulaire qui pourrait lui conférer un réle physique barriére au contact de laquelle les ETM
pourraient s’adsorber. La paroi, bien que plus épaisse serait aussi moins rigide puisque moins
lignifiée. Ce résultat quantitatif doit étre associ¢ a I’évolution qualitative de la composition
des fractions pectiques faiblement (FM) et fortement (HM) méthylesterifiées. Dans chacun
des cas, I’élévation des teneurs en Cd induit une diminution significative de la proportion en
GalA pour des proportions stables en Rha. Le rapport GalA / Rha diminue donc en
conséquence traduisant ainsi une augmentation de la ramification des structures pectiques.
Enfin, ’estimation des degrés de méthylestérification (DM) des fractions pectiques extraites
indique que 1’¢lévation des teneurs en Cd provoque une diminution du DM des pectines FM
dont D’interaction électrostatique avec les cations métalliques serait ainsi améliorée. A
I’inverse, les pectines HM présentent un DM plus élevé. La contamination des sols en Cd
induirait donc une augmentation de la proportion de pectines FM (S3), ces derniéres étant
structurellement plus ramifiées et chimiquement plus acides.

De plus, dans le cas des écorces issues des lots de sapin de Douglas cultivés aux plus
fortes teneurs en Cd, les proportions élevées en Glc suggérent la présence d’amidon - plus
abondant - et non extrait sélectivement au cours du protocole utilisé. Un tel résultat est
contraire aux données de la littérature™’ qui montrent dans ce cas, une diminution de la
quantité de polymeres non structuraux. Ce commentaire est toutefois purement spéculatif
dans la mesure ou la proportion d’amidon n’a pas été évaluée spécifiquement. Enfin, les
fractions hémicellulosiques et cellulosiques ne semblent pas étre affectées qualitativement et
quantitativement par 1’¢lévation des teneurs en Cd dans le sol. Un tel commentaire ne
s’oppose cependant pas a 1’idée d’un remodelage de ces structures polysaccharidiques dont la
mise en ceuvre par la plante, en réponse a la contamination par le Cd, ne seraient pas

caractérisées par les analyses employées dans le cadre de cette étude.

Une caractérisation similaire a été realisee pour le bois. Comme cela a été constaté
dans le cas des écorces, 1’élévation de la teneur en Cd des sols semble induire une diminution

significative de la proportion de lignine du bois au profit d’une augmentation concomitante de
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la part de la fraction cellulosique. La présence de Cd provoque une nouvelle fois un
épaississement des parois cellulaires qui pourrait leur conférer un réle physique de barriere au
contact de laquelle les ETM pourraient s’adsorber. La paroi, bien que plus épaisse, serait aussi
moins rigide puisque moins lignifiée. L’analyse de la composition monosaccharidique des
differentes fractions polysaccharidiques ne révele aucune différence significative. La
composition monosaccharidique du résidu cellulosique apparait trés hétérogéne ce qui traduit,
dans ce cas, une extraction incompléte des hémicelluloses (arabinoglucuronoxylanes et
glucogalactomananes) caractéristiques du sapin de Douglas. Une nouvelle fois, la forte
proportion de Glc dans la fraction pectique S2 conforte 1’hypothése d’une contamination par

de ’amidon.

2 Le bois et les écorces de sapin de Douglas

adsorbent les cations métalliques.

2.1 Modélisation du phénomene.

Si la phytoextraction des ETM par le sapin de Douglas est un phénomeéne actif, la
biosorption des cations métalliques présents en solution par les constituants chimiques des
écorces et du bois, utilisés comme résine échangeuse d’ions, est un phénomeéne passif. La
granulométrie des biosorbants utilisés pour cette étude a 1I’échelle du laboratoire est inférieure
a 200 um. A masse de biosorbant équivalente, la diminution de la granulométrie augmente la
surface d’échange favorisant ainsi les interactions ETM — sites d’adsorption. Toutefois,
I’utilisation de cette granulométrie ne permet pas d’envisager le recours a un dispositif de type
colonne de chromatographie en raison d’un colmatage. C’est la raison pour laquelle nous
avons privilégié les expériences en batch. Les autres parametres comme le pH, le temps de
contact ont fait 1’objet au laboratoire d’études antérieures qui nous ont conduits a retenir une
valeur de pH 5 et un temps de contact de 2 h comme condition optimale. Le choix des ETM
s’est orienté vers le plomb et le cadmium qui sont connus pour leur toxicité élevée y compris
a faible dose ; celui du sapin de Douglas a eté pour sa part influencé par sa tres large
distribution dans la forét francaise. Le sapin de Douglas est I’espece majoritaire de 1’espace
central, il est aussi au niveau national le deuxiéme résineux le plus utilisé pour le reboisement.

La ressource naturelle en écorce est donc abondante et aisément mobilisable auprés des
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scieries. L’utilisation des écorces en tant que biofiltre permettrait d’ouvrir de nouvelles voies
de valorisation technologique de bonne valeur ajoutée.

Enfin, le choix du modéle mathématique a utiliser pour décrire la biosorption s’appuie
sur ’empirisme acquis par le laboratoire. En effet, le modéle de Langmuir repose sur des
bases théoriques qui, dans le cas de I’écorce, ne sont pas respectées. L’hétérogénéité de
I’écorce ne permet pas d’affirmer que 1’ensemble des sites d’adsorption sont équivalents,
I’énergie d’adsorption n’est donc pas équivalente. Toutefois, les nombreux résultats obtenus
avec des coefficients de corrélation élevés témoignent de la bonne validité du modele de

Langmuir dans le cas de la biosorption des cations métalliques par les écorces.

Cas des écorces

L’utilisation des écorces forestiéres pour la biosorption est largement décrite dans la
littérature ainsi que cela a été présenté et a fait 1’objet de nombreuses publications. Les
capacités de rétention des écorces sont toutefois difficilement comparables en raison d’une
grande variabilité des conditions expérimentales utilisées. Dans le cas des écorces de sapin de
Douglas, les capacités de rétention du plomb sont deux fois supérieures a celles du cadmium
alors que I’affinité reste similaire. Le plomb est donc adsorbé sur des sites ou le cadmium ne
I’est pas traduisant ainsi une meilleure affinité vis-a-vis de certains constituants des écorces.
L’étude de biosorption effectuée a différentes températures a permis de calculer I’énergie
mise en jeu lors du processus de biosorption. Une valeur de AG < 0 confirme le caractere
spontané de 1’adsorption. Par ailleurs, dans le cas du Pb, une valeur d’énergie plus faible
confirme que I’équilibre est plus déplacé vers les formes adsorbées que dans le cas du Cd.
Cependant si 1’adsorption est favorisée lorsque la température augmente, la capacité de
rétention n’est que treés légerement modifiée ce qui est un résultat encourageant pour un

transfert de technologie a grande échelle.
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Cas du bois

Les capacités de biosorption du Cd et du Pb par le bois sont plus faibles que celles des
écorces, les différences observées entre plomb et cadmium sont aussi moins marquées. Ces
résultats sont a mettre en relation avec les compositions chimiques caractéristiques du bois
dont nous avons démontré qu’il contenait des proportions plus faibles de pectines et lignines,
deux constituants chimiques clés de la biosorption. Les valeurs d’affinité restent similaires a
celles obtenues a partir des écorces car dans ce cas, la nature des interactions est inchangée,
elles concernent les mémes familles de constituants chimiques.

Un tel phénomeéne traduit la complexité du processus de biosorption qui est sensible a
un certain nombre de paramétres dont le rayon ionique du cation. Le Tableau 29 recense

quelques caractéristiques des cations métalliques étudiés.

Tableau 29 : Quelques caractéristiques physiques et chimiques de cations métalliques.

s Cation métallique
Caractéristiques

Cd2+ Pb2+

Rayon ionique (nm) 0,097 0,132
Configuration électronique 44" 55° 5d™ 6s

Energie d'hydratation (kJ.mol™) -1807 -1481

L’ion Pb*" a un rayon ionique de 0,132 nm alors que celui de I’ion Cd** est de 0,097
nm, ce dernier peut donc accéder plus facilement aux sites plus encombrés. La structure du
bois est plus dense, probablement moins poreuse que celle des écorces. C’est pourquoi les
capacités de rétention du cadmium sont supérieures a celles du plomb. Compte tenu de la
variabilité des teneurs en monosaccharides des fractions polysaccharidiques, il est assez
délicat d’avancer dans le cas du bois une relation capacité de rétention — composition
monosaccharidique. Par ailleurs les différences de comportement entre les cations métalliques
peuvent s’expliquer par d’autres parameétres. En effet, le corollaire du rayon ionique est la
polarisabilité. Les deux cations ici présentés ont deux électrons de valence et n’ont pas
d’¢électrons célibataires, c’est donc le plus gros qui est le plus polarisable. La classification
établie par Pearson® classe le plomb parmi les acides de force moyenne et le cadmium parmi
les acides durs. Ce dernier a donc une meilleure affinité vis-a-vis des fonctions hydroxyle et
carboxylate que le plomb qui pour sa part a une meilleure affinité vis-a-vis des sites moyens
comme les cycles aromatiques. Malheureusement, le concept de polarisabilité ne prend pas en
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considération 1’environnement aqueux des interactions entre les ligands et les cations
métalliques. Cette observation est d’autant plus importante que les caractéristiques physico-
chimiques des cations métalliques sont dépendantes de leur état d’hydratation en milicu
aqueux. Cette enthalpie correspond a 1’énergie nécessaire a la dissociation des molécules
d’eau des cations et refléte la facilité avec laquelle un cation pourra interagir avec un ligand
situé a la surface de la matrice. Concrétement, plus un cation est hydraté, plus son enthalpie
d’hydratation est élevée (en valeur absolue) et par conséquent moins son interaction est
possible avec le ligand. C’est pourquoi I’interaction avec les sites d’adsorption est plus

favorable dans le cas du plomb que dans le cas du cadmium.

2.2 Inertion des écorces.

L’utilisation des écorces en tant que biosorbant est une alternative originale aux
procédés conventionnels de traitement des effluents contaminés en ETM. Cependant les
écorces demeurent un matériau hétérogene susceptible de relarguer des composés phénoliques
extractibles par I’eau comme certains tanins. C’est la raison pour laquelle nous avons étudié
puis mis en ceuvre des approches de modifications chimiques des écorces visant a stabiliser la
matrice filtrante tout en préservant ses propriétés échangeuses d’ions. La stabilisation des
écorces a été étudiée selon trois méthodologies :

v Tactivation par un acide minéral dont la mise en ceuvre permet 1’élimination des
composes extractibles,

v' la dégradation oxydative qui, dans les conditions de Fenton, permet 1’élimination des
composés aromatiques solubles ou non, dont les tanins et lignines parfois relargués en
solution au cours des tests d’adsorption.

v’ la réticulation par le NoTox®, complexe chimique protégé par un brevet et considéré
comme un substitut du formadéhyde. Le NoTox® permettrait le couplage covalent entre

des tanins rendant leur solubilisation impossible.

Quels que soient les procédés d’inertion mis en ceuvre, les propriétés de biosorption
des écorces sont globalement préservées. Les valeurs d’affinité des écorces vis-a-vis du
plomb sont similaires. Les capacités de rétention des écorces vis-a-vis du Pb sont, pour leur
part, préservées dans le cas de 1’oxydation de Fenton, et peu altérées dans le cas de

I’activation chimique et de la réticulation par le NoTox®. Les rendements massiques de
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réactions sont quasi-quantitatifs. Ils sont compris entre 66% (cas de I’oxydation dans les
conditions de Fenton) et 96% (cas de l‘activation acide). Les pertes de rendement observées
sont, dans les trois cas ¢tudiés, imputables a 1’¢limination de sucres circulants, d’éléments
minéraux et, vraisemblablement, de certains tanins avant leur couplage. L’oxydation de

Fenton, avec un rendement massique réactionnel égal a 66%, se révele plus agressive.

L’étude des écorces inertées par spectroscopie infrarouge, ne révele aucune différence
significative. En effet, la nature des fonctions chimiques présentes reste inchangee, seule leur
proportion peut varier éventuellement ce qui globalement, n’affecte pas 1’allure des spectres.
L’hétérogénéité des matériaux permet difficilement d’attribuer un signal a une seule fonction
chimique.

Enfin, ’oxydation de Fenton tout comme la réticulation par le NoTox® conduisent a
I’obtention de matériaux parfaitement inertes. Les quantités de phénols relarguées dans
chacun de ces deux cas sont trés faibles, voire inferieures au seuil de détection. Si a premiére
vue I’utilisation du NoTox® semble séduisante (en ayant un rendement massique plus élevé),
ce dernier s’avere difficile a éliminer des écorces. C’est pourquoi 1’utilisation du procédé
d’oxydation dans les conditions de Fenton a retenu notre attention; compatible avec des
185

contraintes de chimie verte, il a par ailleurs fait I’objet d’un dépot de brevet conjointement

entre I’entreprise Pe@rL et le laboratoire.

3 Les propriétés de biosorption du plomb par les

ecorces peuvent étre optimisées.

3.1 Approche chimique.

3.1.1 Optimisation par oxydation directe des écorces.

Les écorces présentent naturellement des sites acide carboxylique (sur les pectines
notamment) dont la contribution dans le phénoméne de biosorption a été démontrée®. C’est la
raison pour laquelle nous avons souhaité mettre en ceuvre des stratégies d’oxydation en une
ou plusieurs étapes a partir des écorces brutes. A masses d’écorces équivalentes, les titrations
acido-basiques tout comme les spectres IR obtenus a partir des écorces oxydées, confirment

I’élévation de leur acidité qui est expliquée par ’apparition de fonctions carboxylate. Par
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ailleurs, les valeurs de gqmax calculées a partir des isothermes de Langmuir réalisées sur les
écorces oxydées en présence de Cd ou de Pb, sont améliorées de facon sensible, confirmant le
role favorable des fonctions acide carboxylique dans le phénomene de biosorption. Les
écorces ainsi modifiées peuvent étre assimilées a de véritables résines échangeuses d’ions
d’origine naturelle. La nature des sites échangeurs d’ions demeurant équivalente, les valeurs
d’affinité b restent pour leurs parts stables. Nos analyses démontrent également que la fraction
phénolique des écorces est plus ou moins affectée par la nature des procédés d’oxydation mis
en ceuvre. C’est particulierement vrai dans le cas du chlorite de sodium utilisé notamment en
industrie papetiére pour blanchir la pate a papier par oxydation de la fraction phénolique de la
matiere lignocellulosique.

La succession des étapes de modification peut conduire a 1’augmentation progressive
de la porosité des écorces dont 1’une des traductions expérimentales est indirectement estimée
par la diminution des rendements massiques. Les fonctions chimiques potentiellement
oxydables deviennent alors plus accessibles et sont sans doute plus réactives a 1’oxydation.
Les rendements d’oxydation s’¢élévent donc en conséquence. Parmi les stratégies utilisées,
I’oxydation par NaOCI sans catalyseur se révele €tre d’un intérét limité alors que les réactions
catalysées par le TEMPO induisent une élévation significative des propriétés biosorbantes des
écorces. Enfin, nos résultats mettent clairement en évidence que la suroxydation des écorces,
si elle conduit a la formation de trois fonctions acide carboxylique par unité glucidique,
conduit aussi a des valeurs de rendement massique réactionnel tres faibles. Pour des valeurs
de gmax Similaires, les écorces mono-carboxylées obtenues en une étape a partir des écorces
brutes sont produites avec des rendements quasi quantitatifs. Il convient donc d’inscrire les
protocoles d’optimisation des propriétés biosorbantes des écorces dans un équilibre raisonné
nombre d’étapes / altération de la structure physique et chimique de I’écorce / rendements
massiques réactionnels / gain de capacité biosorbante. Une mise en evidence de la validité du
protocole utilisé peut étre transcrite au travers du gain de rétention. Ce dernier, calculé a partir
du rapport (qmax*rendement massique / Qmax des écorces brutes) évalue I’efficacité du
protocole. Il apparait clairement (Tableau 30) que les écorces carboxyliques présentent un
intérét particulier. Il est d(, d’une part, @ une bonne oxydation des fonctions alcool primaire

et, d’autre part, a un rendement massique éleve.
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Tableau 30 : Impact de la modification chimique sur les propriétés biosorbantes du plomb des écorces oxydées.

rendement Omax gain de

écorces massique (%) (még.g™) rétention
brutes 100 0,238 1,0
carboxyliques 7 82 1,816 6,3
dicarboxyliques 6 35 0,999 15
2 20 1,302 11
tricarboxyliques > > 1,086 Lo
4 12 1,813 0,9
5 7 1,725 0,5

La spectroscopie infrarouge s’est révélée étre un outil précieux de caractérisation des
matériaux oxydés obtenus dans le cadre de cette étude. L’intensité des oxydations peut y étre
appréciée sur les spectres au travers notamment de 1’augmentation de 1’intensité des bandes
caractéristiques des fonctions C=0 des acides carboxyliques ou des carboxylates. Dans le cas
des écorces suroxydeées, un lien de proportionnalité entre la capacité de rétention en plomb et
I’évolution, sur le spectre IR, de la bande caractéristique de la forme complexée des C=0 a
méme pu étre caractérisée. Au fur et a mesure de I’adsorption du plomb sur les écorces
suroxydées, une augmentation de I’intensit¢é de la bande caractéristique de la forme
complexée des carboxylates est constatée. Pour des concentrations en plomb supérieures, le
phénomene se stabilise ensuite bien que 1’adsorption du plomb soit toujours possible sur les
écorces. De tels résultats suggérent que les fonctions acide carboxylique, groupements
échangeur d’ions majoritaires dans le cas des écorces sur-oxydées, ne sont pas les sites
d’adsorption uniques du plomb a la surface des écorces. Leur nombre et leur accessibilité leur

permettent toutefois d’€tre des acteurs précoces de 1’adsorption du plomb.

3.1.2 Optimisation par greffages covalents d’oligosaccharides.

Les fonctions carboxylate, de méme que les fonctions sulfate sont de bons candidats a
I’adsorption des cations métalliques en solution. Les tests d’adsorption effectués sur les
écorces issues des sapins de Douglas cultivés lors de I’expérience de phytoextraction ont
réveélé une relation entre proportion d’acide galacturonique et capacité de rétention. C’est

pourquoi 1’objectif du travail a été de fixer sur les écorces de telles fonctions et d’étudier les
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variations de capacités et d’affinités induites. Pour ce faire, dans une premiére phase du
travail, une serie de modifications chimiques visant a greffer des hydrolysats
d’homogalacturonanes a été mise en place. Les sites de greffage choisis sont des fonctions
aldéhyde obtenues par oxydation periodique de la fraction polysaccharidique ; ces dernieres
permettent le greffage d’amines primaires via une réaction d’amination réductrice. Cette
réaction est effectuée dans 1’eau en présence d’un agent réducteur spécifique des imines, le

cyanoborohydrure de sodium (Figure 69).

Q NaBH,CN

R R
-
N HN”
)k + R—NH, —_— )l\ _— )\
R R2 H,0 R1 R2 R1 R2

Figure 69 : Schéma réactionnel général de ’amination réductrice.

Le mécanisme de la réaction se déroule en deux étapes. Dans une premiere étape,
I’attaque nucléophile de I’amine (ammoniaque, amine primaire voire secondaire) sur le dérivé
carbonylé (aldéhyde ou cétone) conduit a une imine intermédiaire (ou ion iminium dans le cas
d’amine secondaire ou en milieu acide). La seconde étape consiste en la réduction de 1I’imine
en amine par action d’un agent réducteur comme NaBH3CN, réducteur spécifique des imines.
Le réducteur ne permettant pas la réduction des aldéhydes, son utilisation permet une réaction

186

« one pot ». D’autres réducteurs supportés comme le formiate d’ammonium™" (qui induit la

187 ont été développés,

formation d’hydrogeéne sur du Pd/ charbon) ou comme NaBHOACc3;
cependant leur utilisation au cours de cette étape reste impossible, les réactions ne peuvent
soit pas étre effectuées en milieu aqueux soit il est difficile de séparer le support solide des

écorces.

Cette stratégie implique la fonctionnalisation des oligosaccharides devant étre fixes sur
les écorces afin de faire apparaitre une fonction amine permettant le greffage. Dans un
premier temps, des essais de glycosylation impliquant un amino-alcool dans les conditions de
Fischer ont été effectués. La méthodologie développée reposait plus précisément sur la
réaction de glycosylation entre des homogalacturonanes (DP moyen = 4) et le 3-aminopropan-
1-ol en présence d’un acide fort. Le milieu réactionnel évoluait vers un état d’équilibre
formant un mélange complexe de produits dont aucun n’a pu étre identifié. Ainsi la méthode
de Fischer s’est avérée inefficace. Dans ces conditions, des réactions concomitantes

d’estérification mettant en jeu les fonctions acide carboxylique des oligosaccharides et
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I’amino-alcool permettraient d’expliquer la multitude des produits formés. Au vue des
résultats décevant, le travail s’est orienté vers une réaction d’amination réductrice entre
I’ammoniaque ou le ter-butyl-3-aminopropylcarbamate et D’extrémité réductrice des
oligosaccharides. Les caractérisations effectuées par spectrométrie de masse ESI et MALDI
ont montré la disparition compléte des homogalacturonanes traduisant ainsi la conversion
totale en un produit unique aminé et protége. Des analyses par spectroscopie de RMN
effectuées sur un tétrameére purifié sur résine échangeuse d’anions ont permis de confirmer la
structure et donc de valider la stratégie. Cette méthodologie a été transposée avec succes a la

modification d’oligosaccharides issus de iota-carraghénanes.

En fin de réaction, I’excés de réducteur est ¢liminé par chromatographie d’exclusion
stérique ; toutefois, afin de faciliter cette étape de purification, les ions BH3CN™ ont été
supportés sur une résine ammonium échangeuse d’anions IRA 402 (Figure 70). L’élimination
de I’exces de réducteur peut, dans ces conditions, étre effectué¢e par simple filtration de la

résine.

cl NaBH,CM | BH,CN-

|
o L A

Résine IRA 402 : nombre de sites échangeables - 1,845 méq.g’!

Figure 70 : Synthése de la résine NaBH;CN.

Cependant il s’est avéré que les fonctions carboxylate présentes sur les acides
uroniques se substituaient aux ions BH3;CN™ par échange d’ions les relargant dans le milieu
réactionnel. La stratégie, finalement plus complexe, nécessite non seulement 1’élimination des
ions BH3CN' relargués dans le milieu mais également la désorption des oligosaccharides
adsorbés sur la résine.

L’optimisation des conditions d’oxydation periodique de la fraction polysaccharidique
des écorces repose sur l’utilisation de 2 équivalents de periodate par unité de glucose
cellulosique ce qui permet, en théorie (résultat contr6lé par la réaction de Cannizzaro),
d’oxyder 100% des unités glucose. Par ailleurs, la réaction d’amination réductrice conduit a
des taux de substitution faibles de I’ordre de 10%. Ce résultat pourrait étre expliqué par un

greffage sans doute plus favorable des oligogalacturonates a la périphérie des grains
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d’écorces. Une telle hypothése, purement spéculative, est cependant renforcée par le fait que
des degrés de substitution supérieurs soient obtenus - a quantité équivalente
d’oligogalacturonates - dans le cas du greffage d’un mélange d’oligogalacturonates par
rapport & un oligogalacturonate purifié de DP 4. Dans le cas du mélange, la présence
d’oligoméres de DP < 4 - y compris le GalA - doit permettre le greffage sur des sites moins
accessibles. Les caractérisations effectuées par spectroscopie infrarouge mettent en évidence
d’une part, I’augmentation de 1’intensité des signaux correspondant a I’élongation des liaisons
C=0 & 1740 cm™ au cours de la réaction d’oxydation periodique et, d’autre part, la
diminution concomitante des intensités des mémes bandes au cours de ’étape d’amination
réductrice traduisant ainsi le greffage covalent des oligosaccharides.

Les résultats démontrent que la stratégie de greffage covalent d’oligo- et/ou
monosaccharides mono- ou poly-anioniques développée au cours de cette étude permet
d’améliorer les capacités de rétention du plomb par les écorces. Par ailleurs, dans le cas du
greffage d’un mélange d’oligogalacturonates, 1’insertion d’un bras espaceur entre les sites de
greffage a la surface de 1’écorce et les sites échangeur d’ions améliore les propriétés
d’adsorption. Le role anticipé du bras espaceur, choisit a 3 carbone pour étre suffisamment
long pour €loigner les sites acide carboxylique des grains d’écorce et suffisamment court pour
ne pas favoriser un surenroulement de la chaine, est de favoriser I’accessibilité des sites
échangeurs d’ions. Dans cet environnement, les oligogalacturonates peuvent adopter plus
facilement une conformation de type « boite a ceuf » plus favorable a I’adsorption des ETM.
Le degré de polymérisation des oligosaccharides greffés est un autre aspect qui peut impacter
les capacités des écorces modifiées. Dans ce cas, les capacités d’adsorption sont améliorées
lorsque le DP des oligosaccharides augmente. Une telle observation est a associer aux
prédictions de la théorie de Langmuir : un ion s’adsorbe sur un site échangeur d’ions - les
capacités d’adsorption augmentent donc logiquement avec le nombre de sites €changeur
d’ions.

Toutefois, dans le cas d’un matériau hétérogéne comme 1’écorce, si le nombre de sites
d’adsorption évalué selon la méethode de Boehm suit la méme tendance que les capacités de
rétention, ces deux grandeurs ne sont néanmoins pas directement proportionnelles. En effet,
certains sites déja présents sur la structure avant les modifications chimiques ne sont pas
accessibles par les ETM, c’est pourquoi la totalité des sites n’est pas occupée. Cette remarque
renforce la nécessité de modifier chimiquement les écorces en greffant de maniere covalente

des oligosaccharides.
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Dans le cas du greffage d’oligogalacturonates, si les valeurs des capacités d’adsorption
sont accrues, les valeurs d’affinité restent stables, ce qui est en parfait accord avec la théorie
HSAB. Le greffage d’une méme famille de groupements échangeurs d’ions - dans le cas des
oligogalacturonates, les acides carboxyliques - augmente la capacité d’échange d’ions en
augmentant le nombre de sites échangeurs d’ions. Les sites greffés étant équivalents, ils
présenteront pour un méme métal, une méme affinité quel que soit leur nombre. En revanche,
le greffage d’oligo-iotacarraghénanes, en introduisant des fonctions sulfate a la surface des
écorces, multiplie par 4 les valeurs d’affinité des écorces modifiées pour le plomb. Un tel
résultat, tout en renfor¢ant 1’intérét de notre approche, valide la théorie HSAB. En effet, le
plomb qui est un métal de force moyenne, interagit de fagon privilégiée avec des groupements
¢changeur d’ions de force moyenne tels que les groupements sulfate. Les groupements

carboxylate, plus durs, présentent pour leur part, une affinité pour le plomb plus faible.

3.2 Approche biologique.

Le Cd est un ETM dont nous avons démontré qu’il était absorbé par les sapins de
Douglas. Il y est d’ailleurs compartimenté dans les écorces ou il induit une réponse chimique
adaptative notamment au niveau des composés phénoliques et pectiques. Les teneurs en
phénol diminuent au profit d’une élévation des teneurs en pectines. D’un point de vue
qualitatif, les pectines apparaissent plus ramifiées. Elles sont aussi plus acides puisque leur
degré de méthylestérification diminue. L’ensemble de ces évolutions seraient, en théorie, en
mesure d’impacter positivement les capacités des écorces a adsorber les ETM en général, le
Cd en particulier. De telles modifications chimiques sont de nature a favoriser la
compartimentation du Cd dans les écorces par interaction électrostatique abaissant ainsi son
caractére toxique pour le reste de la plante. Il est par ailleurs légitime de penser que de telles
évolutions qualitatives et quantitatives puissent permettre a la plante de s’adapter a des
conditions environnementales difficiles. Toutefois, des essais de biosorption réalisés a partir
des écorces modifiées par voie biologique, mettent en évidence que les capacités d’adsorption

des écorces sont abaissées lorsque les teneurs en Cd dans le sol augmentent.

En réponse a une pollution par le Cd, et ainsi qu’en attestent nos résultats, si les pectines sont
quantitativement plus abondantes dans les écorces, elles sont aussi qualitativement moins

riches en GalA. Globalement, et a masse équivalente, la quantité de GalA est similaire. Les
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pectines sont aussi plus ramifiées. Les GalA dont elles sont formées sont alors probablement
moins accessibles. Couplé a une diminution de la proportion de lignines, ce phénomene
permet d’expliquer la diminution des capacités de rétention du plomb et du cadmium
observées dans le cas des écorces issues d’arbres cultives sur des sols contaminés en Cd. Ce
résultat met en lumiere le role des pectines, en particulier celui de 1’acide galacturonique, dans
le processus de biosorption. Les capacités de biosorption des écorces sont donc a associer a
leur richesse en GalA et lignines. Dans le cas de I’adsorption du cadmium, la diminution des
capacités de rétention des écorces - moins marquée dans le cas du plomb - suggére un réle
favorable des lignines. Enfin, il est intéressant de constater que les écorces issues d’arbres
juvéniles présentent pour le Pb et le Cd, des valeurs de max jusqu’a dix fois supérieures a
celles obtenues dans les mémes conditions expérimentales a partir des écorces de scieries. Les
valeurs d’affinité restent, pour leurs parts, similaires. Bien que 1’évolution des compositions
chimiques des parois cellulaires en fonction de la localisation et de 1’age des tissus qui sont
caractérisés soit un phénomene bien connu des physiologistes, le résultat observé ne peut étre
expliqué, a masse équivalente d’écorces, qu’au regard d’une quantité de sites échangeurs
d’ions (pectines et lignines) globalement supérieurs tout comme une structure / texture plus
poreuse des tissus des écorces juveniles ( Figure 71). Dans le cas des écorces juvéniles, la
fraction extractible correspond & 45% de la masse alors qu’elle n’est que de 26%"" dans le cas
d’écorces de scierie : au cours de 1’adsorption, les sucres circulants et les phénols relargués
rendent plus accessibles les sites échangeurs d’ions. De plus, la part des glucanes est plus
faible dans le cas d’écorces juvéniles, polyméres dont les propriétés adsorbantes, bien que
connues, sont plus faibles que celles des polyméres phénoliques ou des pectines. Les sites
échangeurs d’ions seraient alors plus nombreux en proportion, ils seraient aussi plus

accessibles et donc disponibles pour des interactions avec les cations métalliques.
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Figure 71 : Observation d’une coupe transversale d’écorces issues des sapins de Douglas cultivés sur sol témoin obtenue par microscopie électronique a balayage.
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Abordée a la fois sous I’angle chimique et biologique, cette étude confirme les
propriétés remarquables de 1’écorce de sapin de Douglas a adsorber les cations métalliques en

solution tout comme & stocker les ETM présents dans le sol aprés absorption par la plante.

Principal coproduit de la filiere bois, I’écorce est un matériau hétérogene, de grande
complexité chimique, qu’il convient de stabiliser en limitant le relargage de composés
extractibles - principalement phénoliques - en perspective de leur utilisation en temps que
biomatrice filtrante. Un tel résultat a été obtenu par réticulation induite par le NoTox® ou
dégradation oxydative selon le protocole de Fenton. Ces stratégies, si elles conduisent a
I’inertion de matériaux naturels, n’en améliorent pas pour autant les capacités biosorbantes.
L’augmentation de la densité de charge anionique des écorces et, plus particuliérement, du
nombre de fonctions acide carboxylique induit pour sa part une amélioration sensible des
capacités biosorbantes des écorces. Nos travaux ont démontré qu’il est possible de générer de
telles fonctions directement sur la structure par oxydation des polysaccharides constitutifs des
écorces dont, notamment la cellulose. Si, dans ce cas, I’affinité pour les cations métalliques
reste stable, les capacités maximales de rétention sont quand a elles augmentées jusqu’a un
facteur 8 comme c’est le cas pour I’oxydation directe des fonctions alcool primaire par
I’hypobromite de sodium catalysée par le TEMPO - ['intégrité du matériau naturel étant
préservée. Une autre approche consiste a greffer de fagon covalente sur [’écorce
préalablement oxydée par le periodate de sodium, des molécules organiques polycarboxylées
- dans notre cas les dérivés d’oligogalacturonates - aprés amination réductrice. Dans ce cas,
les capacités adsorbantes en cations métalliques sont améliorées d’un facteur 8. Une telle
stratégie offre par ailleurs a I’expérimentateur la possibilité d’orienter la sélectivité des
écorces modifiées vis-a-vis des cations métalliques en diversifiant la nature chimique des
groupements échangeurs d’ions greffés. C’est ce que nous avons démontré en greffant des
dérivés sulfatés d’oligocarraghénanes qui permettent de multiplier par 4 I’affinité des écorces
vis-a-vis du plomb. Un tel résultat est un argument supplémentaire qui vient confirmer la
bonne coherence de la théorie HSAB proposée par Pearson pour expliquer le phénoméne de
biosorption. La modification chimique par voie biologique est une alternative a I’approche
d’oxydation ou de greffage chimique. Des expériences de phytoextraction conduites sous
serre ont révélé une bonne capacité du sapin de Douglas a tolérer le Cd. Les écorces
apparaissent comme le compartiment présentant la plus forte teneur en Cd. Dans ce cas, nous
avons démontré une modification sensible de la composition des parois des cellules d’écorces

dont la proportion de lignine est abaissée de 10% en masse au profit de [’apparition
135



Conclusion et perspectives.

concomitante de pectines faiblement méthylestérifiees. Toutefois, si I’importance de la
fraction pectique demeure quantitativement stable, globalement, les pectines apparaissent
moins acides (la proportion d’acide galacturonique diminue) et davantage ramifices.
Contrairement aux résultats obtenus dans le cadre du greffage chimique
d’oligogalacturonates, les capacités de biosorption en plomb et cadmium des écorces
modifiées par voie biologique sont abaissées. D’autres parametres sont donc a prendre en
compte comme la teneur en lignine et 1’accessibilité des sites.

Sur le plan des perspectives, ce travail pourra étre complété dans deux directions,
I’optimisation des modifications chimiques et la caractérisation fine des modifications
induites par voie chimique et biologique sur les écorces. Le greffage par amination réductrice,
séduisant sur le plan fondamental, reste néanmoins difficilement industrialisable du fait de
I’utilisation de cyanoborohydrure de sodium. Nos protocoles doivent donc s’orienter en
conséquence vers la mise en ceuvre de procédés faisant appel a des méthodes plus douces
telles que 1’oxydation par 1’0ozone ou les phtalocyanines. Développé a I’origine avec comme
contaminant modele les cations métalliques, le procédé sera étendu a 1’élimination de
micropolluants organiques tels que les pesticides et/ou les insecticides. Sur le plan de la
caractérisation des écorces modifiées, si la titration acido-basique et la spectroscopie
infrarouge apportent des informations précieuses quant a D’efficacité des stratégies de
modification chimique mises en ceuvre, une caractérisation plus fine par spectroscopie ATR-
FTIR (Attenuated Total Reflectance) permettrait de préciser si les modifications chimiques
affectent de manieére homogene les grains d’écorce. De fagon corollaire, la microscopie
électronique a balayage a détection EDS (Energy Dispersive Spectrometry) permettrait
d’étudier la distribution du cadmium au sein des écorces. Par ailleurs, et s’agissant des
modifications induites par voie biologique, il conviendra de caractériser globalement
I’évolution des compositions chimiques des racines en réponse a un stress métallique. En
contact permanent avec le substrat de sol contaminé, ’adaptation des racines, tant sur le plan
morphologique que biochimique mérite d’étre prospectée et ses conséquences sur les
propriétés biosorbantes évaluees. Enfin, une étude chimique spécifique des polymeéres
néosynthétisés au cours de la période de culture en condition contaminée (zone 4) serait
complémentaire et pourrait apporter des réponses chimiques davantage marquées. C’est aussi
le cas d’une étude en microscopie électronique aprés immunomarquage des pectines, des
hémicelluloses et/ou des phénols dont la mise en ceuvre permettrait d’étudier 1’évolution
éventuelle de leur distribution au sein de la paroi cellulaire en fonction de 1’année de

croissance.
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Pour conclure, les deux approches proposees au cours de ces travaux apportent, d’une
part, leur contribution au niveau de 1’élimination sélective de cations métalliques en solution
par les écorces forestieres dont les propriétés biosorbantes peuvent étre modulées par
modifications chimiques et, d’autre part, contribuent a la caractérisation de 1’impact d’une
contamination par les ETM sur I’évolution de la composition chimique des polymeéres

pariétaux des sapins de Douglas.
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Quatriéme partie : Partie expérimentale.

1 Materiel biologique et réactifs.

1.1 Matériel biologique.

1.1.1 Origine et prétraitement des écorces de scierie.

Les écorces de sapin de Douglas en vue des traitements chimiques sont issues d’un lot
unique. Elles proviennent d’arbres adultes prélevés sur des parcelles forestieres et ont été
obtenues aupres de la scierie ARBOS (Egletons, 19). Elles sont séchées a 1’étuve ventilée 40
°C puis broyées a 1’aide d’un broyeur centrifuge afin d’obtenir une poudre qui est ensuite
tamisée pour obtenir des grains de granulométrie inférieure a 200 um. Les écorces ainsi
traitées sont alors conservées en étuve ventilée a 40 °C puis pesées.

1.1.2 Origine et culture des jeunes plants de sapin de Douglas.
Les plants de sapin de Douglas agés de trois ans sont de variété « américaine 403 ». lls
ont été fournis par un pépiniériste spécialisé en reboisement, la SARL Vallade Delage
(Bussiére Gallant, 87).

1.2 Réactifs et solvants utilisés.
Les produits chimiques utilisés pour ces expériences sont listés dans le Tableau 31. Ils
sont utilisés directement a 1’exception du chloroforme qui est au préalable distillé en présence

d’un desséchant CaHs.

Tableau 31 : Réactifs et solvants utilisés.
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Réactifs pureté fournisseurs
Acétate d’éthyle 99% Prolabo
Acétyléne alphagaz Air liquide
1,3-diaminopropane 98% Alfa Aesar
Acide acétique 99,6% Carlo Erba
Acide chlorhydrique 37% Normapur VWR
Acide Chlorhydrique (normadose) 0,05 N Alfa Aesar
Acide citrique 99% Alfa Aesar
Acide formique 96% Alfa Aesar
Acide galacturonique 97% Fluka
L-Acide lactique 90% Alfa Aesar
DL-Acide malique 98% Alfa Aesar
Acide nitrique 68% VWR
Acide nitrigue (minéralisation) 68% Normapur VWR
Acide sulfurique 95% VWR
Acide trifluoroactique 99% Sigma
Alcool oxydase 32 unités/mg Sigma
Ammoniaque 7N Sigma
Argon alphagaz Air liquide
Boc,O 97% Alfa Aesar
Borohydrure de sodium 98% Sigma
Bromure de potassium 99% Sigma
Bromure de sodium 99% Alfa Aesar
BSTFA, TMSCI 1% 1% Alltech
Butan-1-ol 99,5% ACROS
Carbonate de sodium (normadose) 01N Alfa Aesar
Chlorite de sodium 80% ACROS
Chloroforme 99% Carlo Erba
Chlorure de cadmium ACS Acros
Chlorure de calcium dihydraté 99% Acros
Chlorure de cobaltihexamine Sigma
Chlorure de sodium 99,5% Prolabo
Cyanoborohydride de sodium 95% Sigma
Diazote Alphagaz Air Liquide
Dihydrogénophosphate de K 99% Acros

Eau ultra pure 18,2 MQ.cm Milli-Q plus
EDTA K,, dihydraté 99% Alfa Aesar
Etalon cadmium (1000 ppm) 99,999% VWR
Etalon plomb (1000 ppm) 99,999% VWR

Ethanol

Ether

Ethyléneglycol

Heptane

Hydrogénocarbonate
d’ammonium
Hydrogénocarbonate de sodium
Hydrogénophosphate de K
Hydroxyde de potassium
Hydroxyde de sodium
Hydroxyde de sodium (normadose)
Hypochlorite de sodium
lota-carraghénanes
Métaperiodate de sodium
Methanol

Meéthanol anhydre

Meéthanol / HCI

Nitrate de cadmium

Nitrate de plomb

Nitrite de sodium

NoTox®

Oxalate d’ammonium
Pectine d’agrumes
Pectinex®

Peroxyde d’hydrogéne
Propan-2-ol

Purpald

Pyridine

Réactif de Folin-Ciocalteu
Sulfate de fer heptahydraté
TEMPO

96%

99%
Extra dry

98%
85%
98,5%
0,1N
13%

98%

Synthesis grade
3N

98,5%

99%

98%

60%

3800 unités/mL
30%

99,5%

99%

Extra dry

2N

98%

98%

Elvetec Services
VWR
Sigma
Acros

Alfa Aesar

Sigma
Acros
Acros
ACROS
Alfa Aesar
ACROS
Fluka

Alfa Aesar
ACROS
Fischer
Supelco
Alfa Aesar
Sigma
Sigma
Scientific device
laboratory
Prolabo
ACROS
Novozyme
VWR
Prolabo
Sigma
Acros
Sigma
Prolabo
Alfa Aesar
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Modification chimique des écorces.

2.1 Traitements chimiques des écorces.

Plusieurs traitements chimiques ont été appliqués aux écorces afin de Vérifier leur
impact sur les capacités d’échanges d’ion et sur les quantités de phénols relargués lors des

adsorptions des cations métalliques.

2.1.1 Traitement des écorces par I’acide sulfurique : obtention des écorces-
H".

5 g d’écorces brutes de sapin de Douglas de granulométrie inférieure a 200 um sont
mis en suspension dans 50 mL d’une solution aqueuse d’acide sulfurique a 0,1 M. Le mélange
est maintenu a 50 °C sous agitation magnétique pendant 2 h. La suspension est ensuite filtrée
sur verre fritté (porosité 3) puis les écorces sont rincées par de I’eau ultra pure jusqu’a ce que
le pH du filtrat atteigne la valeur du pH de 1’eau. Enfin, les écorces traitées sont lyophilisées

puis pesées et conservées a I’étuve ventilée a 40 °C.

2.1.2 Oxydation dans les conditions de Fenton : obtention des écorces-

Fenton.

L’oxydation selon le principe de Fenton se déroule en 3 étapes :
- le relargage des tanins, sucres circulants ...
- I’oxydation par le peroxyde d’hydrogene
- la désorption du fer éventuellement adsorbé lors de I’étape précédente

5 g d’écorces brutes de sapin de Douglas de granulométrie inférieure a 200 um sont mis

en suspension dans 500 mL d’eau. Le mélange est maintenu a température ambiante sous

agitation magnétique pendant 2 h. La suspension est ensuite filtrée sur verre fritté (porosité 3)

puis les écorces sont rincées par de I’eau ultra pure. Ces dernieres sont directement mises en
suspension dans une solution aqueuse du mélange peroxyde d’hydrogéne a 50 mM et sulfate de

fer (1) @ 0,5 mM ; le pH est ajusté a 3 par ajout d’acide sulfurique 10 mM. La suspension est
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ensuite maintenue a temperature ambiante sous agitation magnétique pendant 1 h 45. Les
écorces sont récupérées par filtration sur verre fritté (porosité 3), rincées par 1 L d’eau ultra pure
puis mises en suspension dans 250 mL d’une solution d’acide sulfurique & 0,1 M. Le mélange est
maintenu a température ambiante sous agitation magnétique pendant 1 h. La suspension est alors
filtrée sur verre fritté (porosité 3) puis les écorces sont rincées par de I’eau ultra pure jusqu’a ce
que le pH du filtrat atteigne la valeur du pH de I’cau. Enfin, les écorces oxydées sont lyophilisées

puis pesées et conservées a I’étuve ventilée a 40 °C.

2.1.3 Stabilisation par le NoTox® : obtention des écorces-NoTox.

A une solution hydro-alcooliqgue composée de 56,5 mL d’éthanol a 96% et 50 mL
d’eau sont ajoutés 12,5 g d’écorces brutes. Afin d’étre homogénéisé, le mélange est placé a
température ambiante sous agitation magnétique pendant 5 min. Cinquante millilitres de
NoTox® sont alors ajoutés, puis la suspension est placée a 1’obscurité a 60 °C sous agitation
magnétique pendant 24 h. Les écorces sont récupérees par filtration sur verre fritté (porosité
3), rincées par 2 L d’eau ultra pure puis mises en suspension dans 500 mL d’une solution
d’acide sulfurique a 0,1 M. Le mélange est maintenu a température ambiante sous agitation
magnétique pendant 1 h. La suspension est alors filtrée sur verre fritté (porosité 3) puis les
écorces sont rincées par de 1’eau ultra pure jusqu’a ce que le pH du filtrat atteigne la valeur du
pH de I’eau. Enfin, les écorces stabilisées sont lyophilisées puis pesées et conservées a 1’étuve

ventilée a 40 °C.
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2.2 Greffage chimique de molécules anioniques sur les écorces.

2.2.1 Préparations d’oligosaccharides modifiés.

2.2.1.1 Obtention d’oligogalacturonates par hydrolyse des pectines.

COOR |

OH

OH
L dn

R =H ou R = CHj3, DME = 60%
(8)

Les oligosaccharides sont obtenus par hydrolyse enzymatique de pectines d’albédo

d’agrumes commerciales (I’albédo étant la partie blanchatre du fruit). A une solution aqueuse
de 100 mL de pectines & 10 g.L™ sont ajoutés 25 pL d’endopolygalacturonase (Pectinex®).
Le mélange est placé sous agitation magnétique a 55 °C pendant 35 min. Apres élimination
des oligomeres de plus grands degrés de polymérisation par précipitation par 3 volumes
d’éthanol, I’acide galacturonique est éliminé par chromatographie d’exclusion stérique (biogel
P2, @ : 2,1 cm, hauteur : 43 cm, éluant : eau, débit : 15 mL.h™). Les fractions contenant les
oligosaccharides d’intérét sont rassemblées, lyophilisées puis pesées. Ces derniéres ont un Rf

compris entre 0 et celui de Gal A dans 1’éluant Butan-1-ol/acide acétique/eau, 2/1/2, viviv.

143



Quatriéme partie : Partie expérimentale.

2.2.1.2 Saponification et purification du tétramére d’acide galacturonique.

COOH |

o) o)
H OH
OH

OH

(9)

Afin de purifier le tétramére (9) par chromatographie d’échange d’ion, les fonctions
acide carboxylique masquées par la méthylestérification naturelle des pectines sont
saponifiées comme suit : une solution aqueuse de 250 mL d’oligogalacturonates & 1 g.L™ est
placée a 4 °C sous agitation ; durant la réaction, le pH est ajusté a 10 par ajouts successifs de
soude a 0,1 M. Lorsque le pH ne varie plus, la saponification est alors terminée. Le milieu
réactionnel est alors neutralisé¢ par passage sur résine ¢échangeuse d’ion (Amberlite IR 120
H™). Aprés concentration des oligosaccharides sous pression réduite, un volume de 5 mL est
déposé sur colonne d’exclusion stérique DEAE Sephadex A-25 (@ 2 cm, 38 cm)
précedemment équilibrée par une solution d’hydrogénocarbonate d’ammonium a 10 mM. Les
oligogalacturonates sont élués par une solution de 1 L de NH4HCO3 dont la concentration
comprise entre 0,01 et 0,4 M est une fonction linéaire du temps. Les différentes fractions
obtenues sont concentrées, lyophilisées et pesées avant d’étre analysées par spectrométrie de
masse ESI. Cette derniére met en évidence la présence du pic caractéristique du tétramere
modifié a [M-H] a m/z = 721,2 ainsi que de son adduit sodium majoritaire a m/z = 743,3.

Rf = 0.17 (butan-1-ol / acide acétique / eau, 2/1/2,v/ v/ V).
RMN H : (D,0, 400 MHz) et RMN *C : (D0, 400 MHz) cf Tableau 20.
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2.2.1.3 Obtention d’oligocarraghénanes par hydrolyse acide des iota-

carraghénanes.
¢ OSO,H
/{/o o OH
H o)
OSO,H oH
(10)

Les oligosaccharides sont obtenus par hydrolyse acide de iota-carraghénanes
commerciaux. 2 g de carraghénanes sont dissous a 60 °C dans 200 mL d’eau déminéralisée ;
la solution est acidifiée a pH 4 par HNO3 10 mM puis placée a I’étuve a 80 °C pendant 20 h.
La solution est alors neutralisée par la soude a 10 mM, les oligoméres de plus grands DP sont
précipités par ajout de 600 mL d’éthanol & 96% et éliminés par centrifugation. Le surnageant
est concentré sous pression réduite puis dépose sur colonne Biogel P2 (conditions identiques
aux oligogalacturonates) afin d’¢liminer les sels. Les fractions contenant les oligosaccharides

d’intérét (1<m<6) sont rassemblées, lyophilisées et analysées par spectrométrie de masse.

2.2.1.4 Synthése du ter-butyl-3-aminopropylcarbamate.

O

(11)

22 mL d’une solution chloroformée de Boc,O (0.5 M) sont ajoutés goutte a goutte a
220 mL d’une solution chloroformée contenant 5 mL de 1,3-diaminopropane. L’ajout est
effectué a 0 °C pendant 2 heures sous agitation magnétique. Le mélange est ensuite maintenu
a température ambiante sous agitation magnétique pendant 18 h. Le 1,3-diaminopropane
diprotégé est €liminé par filtration puisqu’il précipite au cours de la réaction. Une huile
jaunatre est obtenue aprés evaporation du chloroforme sous pression réduite. Elle est reprise
par 400 mL d’acétate d’éthyle, lavée par une solution saline de NaCl demi-saturée (3 x 150
mL), séchée (MgSQO,) puis concentrée sous pression réduite. Le ter-butyl-3-
aminopropylcarbamate (solide blanc a 4 °C) est obtenu pur avec un rendement de 92%.
Rf = 0,3 (CHCI3/MeOH, 7/3, vIv),
RMN H : (CDCls, 400 MHz) : & 1.39 (s, 9H), 1.57 (quint, 2H, J=6.7 Hz), 2.74 (t, 2H, J=6.7
Hz), 2.87 (s, 2H), 3.16 (q, 2H, J=6.4 Hz), 5.1 (s, 1H).
RMN *3C : (CDCls, 400 MHz) : § 28.4 (3C), 33.5, 38.4, 39.7; 79.0, 156.2.
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2.2.2 Syntheses des amines greffées.

2.2.2.1 Par réaction avec ’ammoniaque.

2.2.2.1.1 Méthode générale.

100 mg d’oligosaccharides (ou d’acide galacturonique) sont dissous dans 1 mL d’eau
ultra pure puis ajoutés a 3 mL d’une solution méthanolique d’ammoniaque 7 N contenant 16
équivalents de cyanoborohydrure de sodium. Le mélange est porté a 70 °C pendant une heure
sous agitation magnétique. Apres évaporation de I’ammoniaque en exces, ’huile est reprise
dans 5 mL d’eau pour étre déposée sur colonne d’exclusion stérique (biogel P2, @: 2,1 cm,
hauteur : 43 cm, éluant : eau, débit: 15 mL.h'l) afin d’éliminer le réducteur en excés. Les
fractions contenant les amines d’intérét sont rassemblées, lyophilisées puis pesées pour

obtenir le rendement de la réaction.

2.2.2.1.2 Application a la synthése de [’acide 6-amino-2,3,4,5-
tetrahydroxyhexanoique.

COOH
OH—oH

OH NH
OH
(12 a)
100 mg d’acide galacturonique (0,51 mmol) sont mis en présence de 3 mL

d’ammoniaque méthanolique (20,6 mmol) contenant 513 mg de cyanoborohydrure de sodium
(8,27 mmol).

2.2.2.1.3 Application a la synthése du tétramére aminé.

[ cooH |
Lo o)
H OH COOH
N
O /—OoH
OH OH NH,
L 13
OH
(15)

100 mg de composé (9) (0,14 mmol) sont mis en présence de 3 mL d’ammoniaque

méthanolique (20,6 mmol) contenant 136 mg de cyanoborohydrure de sodium (2,19 mmol).
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2.2.2.1.4 Application a la synthese du mélange d’oligogalacturonates aminés.

COOH |
Lo o)
H OH COOH
N
O /—oH
OH oH NH,
L J4n
OH
(12 b)

100 mg d’oligogalacturonates (8) (0,14 mmol) sont mis en présence de 3 mL
d’ammoniaque méthanolique (20,6 mmol) contenant 136 mg de cyanoborohydrure de sodium
(2,19 mmol).

2.2.2.2 Par réaction avec le ter-butyl-3-aminopropylcarbamate.

2.2.2.2.1 Méthode générale.

Les oligogalacturonates (100 mg) sont dissous dans 1 mL d’eau et ajoutés a 3 mL
d’une solution méthanolique contenant 10 équivalents (658 mg) de ter-butyl-3-
aminopropylcarbamate et 16 équivalents (136 mg) de NaBH3;CN. Le milieu réactionnel est
placé sous agitation magnétique a 80 °C pendant 1 h. Le mélange est évaporé a sec puis le
solide est repris par 10 mL d’eau. L’amine en exces est ¢éliminée par § lavages par le
chloroforme (8 x 20 mL), le réducteur et I’amine en exces sont pour leur part éliminés sur
colonne d’exclusion stérique (biogel P2, éluant : eau, débit : 15 mL.h™"). Les fractions pures
sont rassemblées, lyophilisées puis pesees.

La déprotection est effectuée par le TFA a température ambiante : cet acide permet la
régénération de I’amine primaire sans affecter la structure de la chaine glucidique. Ainsi, 500
mg d’oligogalacturonates (dont la fonction amine est protégée) sont dissous dans 10 mL de
TFA ; le mélange est placé sous agitation magnétique pendant 20 min. L’acide en exces est
éliminé par évaporation sous pression réduite. Une purification par recristallisation est
effectuée afin d’éliminer les derniéres traces d’acide : le solide est dissous dans un minimum
de méthanol sous action des ultra-sons puis recristallisé lors de 1’ajout de quelques gouttes
d’éther.
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2.2.2.2.2 Application a la synthése du tétramére aminé muni d’un bras

espaceur.
COOH |
o o)
H OH COOH
"0 )—oH
oH | ¥ N" " NHBoc
H
L 3
OH
(14 c)

100 mg de tétramére (9) (0,14 mmol) sont ajoutés a 658 mg de ter-butyl-3-
aminopropylcarbamate (3,78 mmol) et 136 mg de NaBH3;CN (2,19 mmol). Le rendement de

I’amination réductrice est quantitatif.

COOH |
o) o
H OH COOH
O —oH
OH OH H/\/\NH2
L 43
OH
(14 d)

100 mg de composé (14 c¢) (0,11 mmol) sont mis a réagir dans 2 mL d’une solution

aqueuse de TFA a 3%. Le rendement de la déprotection est quantitatif.
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2.2.2.2.3 Application a la synthése du mélange d’oligogalacturonates aminés

munis d’un bras espaceur.

COOH |

OH

OH

100 mg d’oligogalacturonates (8) (0,14 mmol) sont ajoutés a 658 mg de ter-butyl-3-

aminopropylcarbamate (3,78 mmol) et 136 mg de NaBH3;CN (2,19 mmol). Le rendement de

I’amination réductrice est quantitatif.

COOH |

0o o
OH

OH

COOH

O )—oH
H
n
(0]

H

(13 d)

500 mg de composé (13 c) (0,56 mmol) sont mis a réagir dans 10 mL d’une solution

aqueuse de TFA a 3%. Le rendement de la déprotection est quantitatif.
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2.2.2.2.4 Application a la synthése du mélange d’oligocarraghénanes aminés

munis d’un bras espaceur.

0SO,H
/%o OH
o]
H o
o Q OSO,H
o] o OH
n H
0SO,H oH o OH H

H
0SO.H \/\/N 0
s OH Y

(16 c)
130 mg d’oligocarraghénanes (10) (0,14 mmol) sont ajoutés a 658 mg de ter-butyl-3-
aminopropylcarbamate (3,78 mmol) et 136 mg de NaBH3;CN (2,19 mmol). Le rendement de

I’amination réductrice est quantitatif.

o Q OSOH .,
H+ o
0SO,H
OH
0SO,H
0SO,H \/\/

(16 d)
500 mg de composé (16 c) (0,45 mmol) sont mis a réagir dans 10 mL d’une solution
aqueuse de TFA a 3%. Le rendement de la déprotection est quantitatif ; cependant, une légere

hydrolyse de la chaine glucidique est observée.
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2.2.3 Synthese des écorces greffées.
Afin de greffer les oligosaccharides précédemment synthétisés, les écorces brutes
subissent au préalable une fonctionnalisation. Elle repose sur 1’oxydation periodique de la

fraction cellulosique des écorces faisant ainsi apparaitre des fonctions aldéhydes.

2.2.3.1 Obtention des écorces dialdéhydes : oxydation periodique.

OH
H\PO%OH
o)

1)

Six grammes d’écorces brutes sont suspendus dans 500 ml d’une solution aqueuse de
periodate de sodium 0,0257 M. La réaction se déroule a 1’obscurité afin de limiter la
décomposition photochimique du periodate et en présence de propan-1-ol dans un rapport
solution de periodate de sodium / propan-1-ol (9/1, v/v) afin de piéger les radicaux libres
formés. Le mélange est placé sous agitation a température ambiante pendant 7 jours. A la fin
de cette période, la réaction est arrétée par ajout de 50 ml d’éthyléne glycol. Les écorces
oxydées sont ensuite lavées par 2 litres d’eau ultra-pure jusqu’au retour du pH de I'eau. Elles

sont enfin séchées en étuve ventilée a 40 °C puis pesées pour obtenir la masse d’€écorces-
dialdéhydes.

2.2.3.2 Greffage par amination réductrice : méthode générale.

4,5 g d’écorces-dialdéhydes sont placés au contact de 2079 ml d’une solution a 0,0257
M de molécules a greffer et de NaBH3;CN. Les fonctions amine sont toujours apportées en
exces par rapport aux fonctions aldéhyde afin de favoriser la réaction d’amination réductrice.
C’est la raison pour laquelle un rapport molaire NH, / CHO égal & 2 pour des molécules
monoamines est utilisé pour nos expériences. Le pH initial des solutions est ajusté'® a pH 6,5
par de I’hydrogénocarbonate de soude afin d’assurer la sélectivité de I’ion cyanohydroborate
vis a vis des fonctions imine. La réaction se déroule durant 5 jours a température ambiante et
sous agitation. Les écorces ainsi dérivées sont rincées abondamment par 1’eau ultra-pure
jusqu’a retour au pH de 1’eau. Les écorces sont enfin séchées en étuve ventilée a 40 °C puis
pesées pour obtenir la masse d’écorces-molécules greffees.

Pour les différentes syntheses, les volumes et les masses sont ajustés en fonction des

quantités a synthétiser, cependant les rapports ne changent pas.
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2.2.3.3 Application a la synthése d’écorces acide galacturonique.

fs

Bess

HOOC HOOC

(17)

1,37 g d'écorces dialdéhydes (1) sont directement mis en contact avec la solution

d’acide galacturonique aminé (12 a) afin d’obtenir les écorces-acide galacturonique.

2.2.3.4  Application a la synthése d’écorces oligogalacturonates.

O /M
COOH
_E om

COOH

HOOC COOH

(18)
0,5 g décorces dialdéhydes (1) sont directement mis en contact avec la solution

d’oligogalacturonates aminés (12 b) afin d’obtenir les écorces-oligogalacturonates (18).
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2.2.3.5 Application a la synthése d’écorces oligogalacturonates munis d’un

bras espaceur.

H

F M

HOOC COOH
(19)

0,5 g d'écorces dialdéhydes (1) sont directement mis en contact avec la solution

d’oligogalacturonates (13 d) afin d’obtenir les écorces-oligogalacturonates munis d’un bras

espaceur (19).

2.2.3.6 Application a la synthése d’écorces oligogalacturonates DP4 munis

d’un bras espaceur.

COOH

H—{—O O Ho OH
OH
HG OH

o]
30
HO
OH OH o
COOH o H
HoOC
COOH
(20)

0,5 g d'écorces dialdéhydes (1) sont directement mis en contact avec la solution
d’oligogalacturonates (14 d) afin d’obtenir les écorces-oligogalacturonates munis d’un bras
espaceur DP4 (20).
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2.2.3.7 Application & la synthése d’écorces oligocarraghénanes munis d’un

bras espaceur.

(21)
0,5 g d'écorces dialdéhydes (1) sont directement mis en contact avec la solution
d’oligocarraghénanes munis d’un bras espaceur (16 d) afin d’obtenir les écorces-

oligocarraghénanes munis d’un bras espaceur (21).

2.2.4 Synthese des écorces oxydées.

2.2.4.1 Oxydation directe des écorces brutes — Formation des écorces

carboxyliques.

H (6]
+o OH
HO n
OH

(7)
La méthode décrite dans la littérature’®'®® permettant d’oxyder la cellulose a 6té
adaptée pour les écorces. Trois grammes d'écorces brutes sont suspendus dans 300 ml d'une
solution aqueuse contenant 37 mg de TEMPO (0,24 mmol), 375 mg de bromure de sodium
(3,63 mmol) et 5,64 mL d’hypochlorite de sodium (7,26 mmol). Le pH est ajusté et maintenu
a 10 par ajout de soude a 0,1 M, lorsque le pH se stabilise, la solution est neutralisée par ajout
d'acide chlorhydrique 0,1 M. Le mélange est alors maintenu a température ambiante sous
agitation magnetique pendant 85 heures. Les écorces sont ensuite rincées par 1 L d'eau ultra
pure puis séchées a l'étuve ventilée 40 °C avant d'étre pesées afin d'obtenir le rendement

massique de la réaction.
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2.2.4.2 Oxydation des écorces dialdéhydes.

2.2.4.2.1 Oxydation directe des écorces dialdéhydes - Formation des écorces di-

carboxyliques.

(6)

1,5 g d’écorces dialdéhydes (1) sont mis en suspension sous agitation et a température
ambiante, pendant 1 heure dans 600 ml d’une solution aqueuse de chlorite de sodium 0,2 M
acidifiée a pH 3 par I’acide acétique concentré. Le chlorite de sodium est utilisé en excés dans
un rapport steechiométrique de 3,5. Ce rapport indique que la quantité molaire d’ions chlorite
est 3,5 fois supérieure a celle théoriquement nécessaire a I’oxydation d’une mole de fonctions
aldéhyde en fonctions carboxyle.'®! Les écorces oxydées sont ensuite lavées par I’cau ultra-
pure jusqu’au retour d’une valeur de pH proche de celle de I’eau. Elles sont enfin séchées en

étuve ventilée a 40 °C puis pesées pour obtenir la masse d’écorces-carboxyliques.

2.2.4.2.2 Formation des écorces tricarboxyliques.

HOOC

H\PO/WO OH

COOH n
HOOC

(2-5)
v’ A partir des écorces dicarboxyliques.
Obtention des écorces (5)

3 g d'écorces dicarboxyliques (6) sont suspendus dans 300 ml d'une solution aqueuse
contenant 37 mg de TEMPO (0,24 mmol), 375 mg de bromure de sodium (3,63 mmol) et
(5,64 mL d’hypochlorite de sodium (7,26 mmol). Le pH est ajusté et maintenu a 10 par ajout
de soude a 0.1 M, lorsque le pH se stabilise, la solution est neutralisée par ajout d'acide
chlorhydrique 0,1 M. Le mélange est alors maintenu a température ambiante sous agitation
magnétique pendant 85 heures. Les écorces sont ensuite rincées par 1 L d'eau ultra pure puis
séchées a I'étuve ventilée 40 °C avant d'étre pesées afin d'obtenir le rendement massique de la

réaction.
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v" A partir des écorces dialdéhydes.
Obtention des écorces (3) par NaOCI.
4 g d’écorces dialdéhydes (1) sont suspendus dans 400 mL d’une solution contenant
31 mL d’hypochlorite de sodium (40 mmol). Le mélange est alors maintenu a température
ambiante sous agitation magnétique pendant 85 heures. Les écorces sont ensuite rincées par
1,5 L d'eau ultra pure puis séchées a I'étuve ventilée 40 °C avant d'étre pesées afin d'obtenir le

rendement massique de la réaction.

Obtention des écorces (2) par NaOCl / NaBr.

4 g d’écorces dialdéhydes (1) sont suspendus dans 400 mL d’une solution contenant
31 mL d’hypochlorite de sodium (40 mmol) et 2.07 g de bromure de sodium (20,1 mmol). Le
mélange est alors maintenu a température ambiante sous agitation magnétique pendant 85
heures. Les écorces sont ensuite rincées par 1,5 L d'eau ultra pure puis séchées a I'étuve

ventilée 40 °C avant d'étre pesées afin d'obtenir le rendement massique de la réaction.

Obtention des écorces (4) ar NaOCI / NaBr / TEMPO.

4 g d’écorces dialdéhydes (1) sont suspendus dans 400 mL d’une solution contenant
31 mL d’hypochlorite de sodium (40 mmol), 2,07 g de bromure de sodium (20,1 mmol) et 49
mg de TEMPO (0,31 mmol). Le pH est ajusté et maintenu a 10 par ajout de soude a 0,1 M,
lorsque le pH se stabilise, la solution est neutralisée par ajout d'acide chlorhydrique 0,1 M. Le
mélange est alors maintenu a température ambiante sous agitation magnétique pendant 85
heures. Les écorces sont ensuite rincées par 1,5 litres d'eau ultra pure puis séchées a I'étuve

ventilée 40 °C avant d'étre pesées afin d'obtenir le rendement massique de la réaction.
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3 Protocoles et dispositifs expérimentaux.

3.1 Etude de I’adsorption des cations métalliques par les écorces.

3.1.1 Dispositif expérimental.

Le dispositif expérimental employé dans ces travaux repose sur la technique du bain
agité dans lequel 100 mg (ou 10 mg) d’écorces brutes ou traitées (ou d’écorces modifiées)
sont placés dans 50 ml (ou 5 mL) d'une solution de cations métalliques de concentration
connue pendant un temps déterming, a la température de (22 + 2) °C. Le pH des solutions est
ajusté a 5 par ajout d’acide nitrique 0,1 M. Les écorces sont séparées des solutions par
filtration sur verre fritté (porosité 3), les concentrations en cations métalliques des filtrats sont
déterminées par dosage au spectrophotometre d’absorption atomique et les résidus sont séchés
a I’étuve ventilée. Les écorces chargées en métaux sont pour leur part séchées a 1’étuve

ventilée a 40 °C.

3.1.2 Adsorption des ions Pb** et Cd*".

Les expériences de biosorption sont effectuées avec un rapport masse de biosorbant /
volume de solution constant et égal a 10.

3.1.2.1 Adsorption sur les écorces brutes issues de scierie.

Cent milligrammes d’écorces brutes sont suspendus au contact de 50 mL d’une
solution de nitrate de plomb ou de cadmium de concentration initiale comprise entre 0 et 19,3
méqg.L™ soit entre 0 et 2000 ppm pour le plomb et 0 et 1032 ppm pour le cadmium. Les
suspensions sont maintenues sous agitation magnétique a température ambiante (ou a 7, 27 et
47 °C pour I’étude thermodynamique sur les écorces brutes durant 2 h. Les solutions sont
ensuite séparées des ecorces par filtration sur verre fritté (porosité n°3) et dosées par
absorption atomique en flamme. Les écorces adsorbées sont pour leur part séchées a 1’étuve

ventilée 40 °C.
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3.1.2.2 Adsorption sur les écorces modifiees ou les écorces et bois issus de la

culture sous serre.
Compte tenu des masses de biosorbants disponibles, les quantités utilisées sur les
écorces brutes de scieries ont été divisées par 10 afin de maintenir constant le rapport
masse/volume. Les mémes expériences que précédemment sont menées en mettant en

suspension 10 mg de bois ou d’écorces brutes dans 5 mL de solution métallique.

3.2 Etude de la phytoextraction du cadmium par le sapin de Douglas.

3.2.1 Mise en place et conduite de la culture.

Les sapins de Douglas agés de trois ans ont €té repiqués au mois de novembre dans
des pots contenant 6 L d’un mélange terreau horticole / sable, 75 / 25, v /v. lls sont placés
dans une serre ou la température est maintenue hors-gel, sans éclairage artificiel et arrosés par
de I’eau déminéralisée ; a I’issue d’une période d’adaptation de 2,5 mois, 4 lots homogenes
sont effectués reposant sur les critéres suivant : taille, diametre du pivot, nombre de branches.
Un lot constitue le témoin, les trois autres subissent un apport de solution agueuse de
cadmium (CdCl,) conduisant a des concentrations en Cd de 25, 50 et 100 uM. Les plants sont
par la suite arrosés par de 1’eau déminéralisée afin de maintenir le substrat de culture humide.

La récolte est effectuée a I’automne suivant apres 9 mois de culture.

3.2.2 Caractérisation des sols.
Afin de caractériser les substrats de sols utilisés pour les cultures des plants de sapin

de Douglas, une série de 5 extractions a été réalisée :

v Par ’eau ultra pure.
Par CaCl,'"® 2 10° M.
Par un mélange d’acide dit RHIZO AP
Par ’EDTA.'®
Par HCI'®" 20,5 M.

v" Par minéralisation micro-onde.

v
v
v
v

Chaque sol est préalablement séché a 1’étuve ventilée (40 °C) jusqu’a obtenir une

masse constante puis broyé et tamisé a une granulométrie inférieure a 2 mm.
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3.2.2.1 Extraction par I’eau ultra pure.

Dix grammes de sol sont introduits dans 25 mL d’eau ultra pure, la suspension est
placée sous agitation magnétique a température ambiante pendant 5 h. Aprés filtration sur
verre fritté (porosité 3), les filtrats sont centrifugés a 12500 rpm afin d’éliminer les dernicres
particules en suspension. La concentration en cadmium des surnageants est ensuite

déterminée par SAA (mode four).

3.2.2.2 Extraction par CaCl,.
Dix grammes de sol sont introduits dans 25 mL d’une solution aqueuse de CaCl, a 10
mM, la suspension est placée sous agitation magnétique a température ambiante pendant 3 h.
Apres filtration sur verre fritté (porosité 3), les filtrats sont centrifugés a 12500 rpm afin

d’éliminer les derniéres particules en suspension.

3.2.2.3 Extraction par le mélange RHIZO A.

2 g de sol sont introduits dans 20 mL de solution de RHIZO A, la suspension est
placée sous agitation magnétique a température ambiante pendant 16 h. Apres filtration sur
verre fritté (porosité 3), les filtrats sont centrifugés a 12500 rpm afin d’éliminer les derniéres
particules en suspension. Le RHIZO A est un mélange d’acide a 0,1 M composé d’acide
acétique, acide lactique, acide citrique, d’acide malique, d’acide formique dans un ratio
4/2/1/1/1, c/c/c/c/c (soit 44,44 mM d’acide acétique, 22,22 mM d’acide lactique et 11,11 mM

d’acides citrique, malique et formique).

3.2.2.4 Extraction par 'EDTA.
2 g de sol sont introduits dans 20 mL de solution d’EDTA & 50 mM neutralisée par
I’ajout d’ammoniaque, la suspension est placée sous agitation magnétique a température
ambiante pendant 1 h. Apreés filtration sur verre fritté (porosité 3), les filtrats sont centrifugés

a 12500 rpm afin d’éliminer les derniéres particules en suspension.

3.2.2.5 Extraction des cations fixés aux oxydes.
2 g de sol sont introduits dans 200 mL d’une solution d’acide chlorhydrique a 0,5 M.
La suspension est placée sous agitation magnétique a température ambiante pendant 2 h.
Aprés filtration sur verre fritté (porosité 3), les filtrats sont centrifugés a 12500 rpm afin

d’éliminer les dernicres particules en suspension.
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3.2.2.6 Extraction préalable au dosage du cadmium total.
0,5 g de sol est minéralisé suivant la méthode décrite au paragraphe (Dosage des

cations métalliques par spectrométrie d’absorption atomique. Page 166).

3.2.3 Récolte des sapins de Douglas.

Lors des différentes récoltes de sapins de Douglas, chaque arbre est séparé de son
substrat de culture puis les racines sont grossiérement rincées par de I’eau distillée afin
d’éliminer les plus grosses particules de substrat. Puis, les arbres ont été découpés en séparant
les différents organes et en tenant compte de 1’age de chaque partie. Ainsi, chaque arbre est
fractionné en 20 échantillons différents (Figure 49). Aprés avoir séparé les pousses de la
quatrieme année (constituées de bourgeons, aiguilles et rameaux), trois autres zones de
découpe correspondent aux trois premieres années de croissance de 1’arbre ; chaque zone est
divisée en 5 compartiments : le bois (uniquement celui du tronc), les aiguilles, les rameaux,
I’écorce et les bourgeons. Le pivot et les racines sont récoltés séparément ; ils sont mis en
contact pendant 2 heures dans une solution d’EDTA 0,02 M % afin d’¢éliminer les cations
adsorbés a la surface. Les 20 compartiments obtenus sont pesés (masse fraiche) et séchés a

I’étuve ventilée 40 °C puis pesés afin d’obtenir leur masse séche.

3.2.3.1 Extraction puis dosage du cadmium dans les échantillons végétaux.
Pour chaque échantillon végétal, un broyage de la totalité du lot (broyeur centrifuge)
puis un tamisage (@ < 200 um) sont effectués afin d’obtenir un mélange homogéne. Par la
suite, 0,5 g de poudre végétale est minéralisé suivant la méthode décrite au paragraphe
(Dosage des cations métalliques par spectrométrie d’absorption atomique. Page 166).

3.2.3.2 Extraction sequentielle des constituants pariétaux du bois et des
écorces.
Le procédé d’analyse chimique des constituants pariétaux des écorces et du bois des
sapins de Douglas utilisés lors de notre étude repose sur I’extraction sélective et séquentielle

des molécules caractéristiques qui les composent (Figure 72).
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3.2.3.2.1 Principe général.

Afin de favoriser [’extractibilit¢ des différents constituants, une granulométrie

inférieure @ 0,2 mm est utilisée pour la mise en place du fractionnement ; sur chaque

échantillon de poudre végétale, 0,5 g est mis en jeu lors de la premiere étape. Les volumes des

solutions lors des différentes étapes sont systématiquement de 200 mL.

S1 : minéraux, sucres

circulants...

S2 : pectines HM

S3: pectines FM

S4 : lignines

S5 : hémicelluloses KOH

S6 : hémicelluloses NaOH

Matériel vegétal

Séchage a l’étuve a 40 °C
Broyage, tamisage (granulométrie < 0,2 mm)

Poudre : CO

A 4

Ethanol 80%, 90 °C, 20 min

Eau, 100 °C, 20 min

C204(NHy4)2 1%, 85 °C, 2 h
NaClO, 0,47 g/g de MS;

CH3;COOH 0,2 mL/g de MS;
80°C,1h

KOH 4,3 M/ NaBH,; 3 g/L, TA, 24 h

NaOH 4,3 M / NaBH, 3 g/L, TA, 24 h

NaOH 4,3 M / NaBH,4 3 g/L, 100 °C, 1 h

C7 : résidu cellulos

ique

Figure 72 : Schéma de I’extraction séquentielle des constituants pariétaux des poudres végétales.
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3.2.3.2.2 Extraction par ’éthanol a 80%.

Le fractionnement débute par I’isolement des matieres extractibles de la poudre (CO)
par I’éthanol a 80%. Une quantité de 0,5 g de poudre (CO) est maintenue en suspension a 90
°C pendant 20 min. Le résidu C1 est récupéré par filtration sur verre fritté (porosité 3) puis
rincé par 600 mL d’éthanol a 80%. Le filtrat (SO) est concentré sous pression réduite jusqu’a
un volume de 50 mL puis séché par lyophilisation afin d’obtenir la masse de composés

extractibles comme les composés minéraux, les sucres circulants, les tanins ...

3.2.3.2.3 Extraction des pectines.

Les pectines sont extraites en deux étapes. D’une part, les pectines HM (hautement
méthylestérifiés) (fraction S2) sont extraites a 1’eau a 100 °C pendant 20 min. Aprés filtration
sur verre fritté (porosité 3) et ringage par 600 mL d’eau, cette étape conduit au résidu C2.
D’autre part, ce dernier subit a son tour une extraction des pectines FM (faiblement
méthylestérifiées) (fraction S3) par une solution d’oxalate d’ammonium a 1 % a 85 °C
pendant 2 h. Apreés filtration sur verre fritté (porosité 3) et ringage par 600 mL d’eau, cette
étape conduit au résidu C3. Les filtrats sont pour leur part dialysés (seuil de coupure 6-8000
Da, membrane SpectraPor) contre de I’eau déminéralisée et pendant 48 h afin d’éliminer les
sels résiduels puis concentrés sous pression réduite jusqu’a un volume de 50 mL. La masse

séche des fractions S2 et S3 est obtenue apres lyophilisation de ces derniéres.

3.2.3.2.4 Elimination des lignines.

Le résidu C3 est délignifié par une solution de chlorite de sodium (0,047 g.g* de MS))
en milieu acide (0,2 mL d’acide acétique glacial par gramme de MS;), le mélange est porté a
80 °C pendant 1 h. Le résidu C4 est obtenu apres élimination de la fraction S4 par filtration

sur verre fritté (porosité 3) et ringage par 600 mL d’eau.
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3.2.3.2.5 Extraction des hémicelluloses.

Apres élimination des lignines, les hémicelluloses sont extraites du résidu C4 en deux
étapes. D’une part, une extraction de 24 h a température ambiante par la potasse 4,3 M en
présence de borohydrure de sodium (3 g.L™) conduit aprés filtration sur verre fritté (porosité
3) et ringage par 600 mL d’eau au résidu C5. Celui-ci subit la deuxiéme étape d’extraction par
la soude 4,3 M en présence de borohydrure de sodium (3 g.L™) pendant 24 h & température
ambiante. Le résidu C6 est obtenu par filtration de la suspension sur verre fritté (porosité 3)
puis ringage par 600 mL d’eau.

Les filtrats sont neutralisés par I’ajout d’acide acétique puis dialysé contre de 1’eau
déminéralisée (seuil de coupure 6-8000 Da) pendant 48 h afin d’éliminer les sels résiduels. La

masse seche des fractions S5 et S6 est obtenue apreés lyophilisation de ces dernieres.

3.2.3.2.6 Obtention du résidu cellulosique.
Afin d’¢éliminer les derni¢res impuretés, la dernic¢re étape d’extraction des hémicelluloses est

effectuée une nouvelle fois a reflux pendant 1 h. Le résidu cellulosique est obtenu apres

filtration sur verre fritté (porosité 3) et ringage par 600 mL d’eau puis lyophilisation.
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4 Caractérisations et methodes analytiques.

4.1 Méthodes quantitatives.
Afin d’obtenir une meilleure précision lors des différents dosages, les solutions de
soude et de carbonate de sodium sont de qualité normadose et sont dosées par une solution

d’acide chlorhydrique 0,05 M de qualité normadose.

4.1.1 Dosage direct des fonctions aldéhyde des écorces par la réaction de

Cannizzaro.

Cent milligrammes d’écorces fonctionnalisées sont mis en suspension dans 20 ml
d’une solution de soude 0,1 M sous agitation a 70 °C pendant 15 minutes. Aprés 2 minutes de
refroidissement dans 1’eau froide, 1'exces de soude est dosé par I'acide chlorhydrique 0,05 M,
ce qui permet de déduire la quantité de soude consommée au cours de la réaction de
Cannizzaro. Afin de mesurer I’acidité pouvant étre naturellement générée par les écorces lors
de la réaction de Cannizzaro, une expérience témoin est réalisée avec les écorces non
oxydées. La quantité des fonctions aldéhyde [CHO] formées sur les écorces apres oxydation

periodique peut alors étre déterminée par la relation suivante :

Ncro = 2(Vo-V1)0.05/0.1
NcHo = (Vo-V1)
avec :
V1 = volume (ml) d'acide chlorhydrique versé pour neutraliser 1’exces de soude (sur les
écorces dialdéhydes);
Vo = volume (ml) d'acide chlorhydrique versé pour neutraliser I’excés de soude (sur les
écorces brutes);

NcHo = nombre de moles de fonctions aldéhyde formées par gramme d'écorce-dialdéhyde
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4.1.2 Caractérisation chimique des écorces par mesure de I’acidité selon la

méthode de Boehm.

La mesure de I’acidité est effectuée selon la méthode de Boehm ; 50 mg d’écorces
brutes ou modifiées sont mis en contact pendant 72 heures sous agitation avec 10 mL d’une
solution 4 0,1 N de I’'une des trois bases suivantes : NaHCO,, Na,CO, et NaOH. La suspension
est ensuite filtrée sur verre fritté (porosité 3) puis 1’excés de solution basique est dosé en
retour par une solution d’HCI1 0,05 N. Il est a noter que la neutralisation des fonctions acides
est effectuée pour les trois bases différentes sous atmosphere inerte (Azote) afin d’éviter une
acidification des solutions par le CO, de I’air.

De plus la mesure de I’acidité permet (par I’hydrogénocarbonate de sodium) d’estimer

le degré de substitution (DS) des écorces greffées. Le DS est donné par la formule suivante :

Ny« (écorces aminées) - Ny (écorces-NaBH3;CN)

DS = DP x 100
NcHo

Avec :
e ny. (écorces aminées) : nombre de moles de protons dosés sur les écorces aminées.
e ny. (écorces-NaBH3CN) : nombre de moles de protons doses sur les écorces ayant subi
des conditions d’amination réductrice (sans amine).
e nNcpo : hombre de moles d’aldéhyde présentes sur les écorces dialdéhydes

e DP: degré de polymérisation de 1’oligosaccharide greffé.
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4.1.3 Dosage des cations métalliques par spectrométrie d’absorption

atomique.

Les gammes d’étalonnage sont préparées a partir de solutions commerciales
standardisées a 1000 ppm, les dilutions sont effectuées par des solutions d’acides nitrique et
chlorhydrique de qualité Normapure permettant d’atteindre un pH proche de celui des

échantillons a doser.

4.1.3.1 Lors d’adsorption: dosage au spectrophotométre d’absorption

atomique a flamme.

La quantité de cations métalliques adsorbés par les écorces ou par le bois est calculée
par différence entre la quantité d’ions présents dans la solution meére et la quantité d’ions
restant libres en solution a 1’équilibre.

Les concentrations de cations métalliques (Cd?* et Pb®") en solution sont estimées par
dosage au spectrophotométre d’absorption atomique a flamme (Analyst 400, Perkin Elmer).
La flamme est formée a partir d’un mélange oxy-acetylénique et atteint une température de
2100 °C.

L’appareil mesure une absorbance qui permet de doser le nombre de particules dans la
flamme et par conséquent la concentration de 1’élément suivant une formule proche de la loi
de Beer-lambert :

A=kl.C
Avec : A : Absorbance ;
k : Coefficient d’absorption de 1’élément a doser ;
| : Parcours optique dans le brdleur ;

C : Concentration de la solution en mol.L™.

Le dosage est réalis€¢ a la longueur d’onde correspondant a la raie de résonance (la plus
intense du spectre), et par conséquent implique d’utiliser une gamme d’étalonnage avec des
concentrations en cations metalliques les plus faibles : le Tableau 32 recense les parametres

du dosage.
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Tableau 32 : Parameétres utilisés pour le dosage des cations métalliques par spectrométrie d’absorption atomique a

flamme.
Gamme de
) R Longueur d’onde
Cation métallique concentration de I’ion (m)
nm
(mg.L™)
0-15 283,60
0-3 228,80

La spectrométrie d’absorption atomique permet de doser les éléments métalliques en

solution, ¢’est pourquoi, les différents compartiments des sapins de Douglas et les extractions

effectuées sur le sol par des composés organiques doivent subir une minéralisation.

4.1.3.2 Minéralisation des échantillons.

Les différents compartiments (0,5 g de solide ou 5 mL de solution) sont minéralisés

selon le méme protocole opératoire : chaque échantillon est mis a réagir avec 5 mL d’acide

nitrique et 2 mL d’acide chlorhydrique dans un réacteur, puis placé au minéralisateur micro-

ondes (Multiwave 3000, Perkin Elmer) pour subir un programme en quatre phases (Figure

73):

phase 1 : 200 W pendant 1 minute ;

phase 2 : de 200 a 500 W en 15 minutes puis palier de 5 minutes ;
phase 3 : de 500 W a 850 W en 10 minutes puis palier de 15 minutes ;
phase 4 : 0 W pendant 15 minutes.

1000 -
800 -

Puissance 600
(W) 400 -

200 -
0 T T T T T L

0 10 20 30 40 50 60
Temps (minutes)

Figure 73 : Puissance appliquée aux échantillons en fonction du temps (minéralisation micro-onde).
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Au cours de la minéralisation, la pression et la température maximales sont
respectivement de 60 bars et de 260 °C. En fin de réaction, les minéralisats sont repris dans
des fioles de 25 mL avec de I’eau ultra pure, puis la quantité de cadmium présent en solution
est dosée par spectrophotomeétre d’absorption atomique a four compte tenu des faibles

concentrations.

4.1.3.3 Dosage au spectrométre d’absorption atomique a four.

Les concentrations en Cd** en solution sont estimées par dosage au spectrophotométre
d’absorption atomique a four (HGA 900, Perkin Elmer) équipé d’un passeur automatique (AS
800, Perkin Elmer). Le principe du dosage est le méme que celui décrit pour le dosage a
flamme, cependant les parametres Tableau 33 sont différents.

Tableau 33 : Paramétres utilisés pour le dosage des cations métalliques par spectrométrie d’absorption atomique a

four.
_ o Gamme de concentration Longueur d’onde
Cation métallique 1
de ’ion (ug.L™) (nm)
Cd** 0-20 228,8

4.1.4 Dosage des hydroxyles phénoliques totaux relargués au cours de

I’adsorption par spectrophotométrie.

La teneur en groupements hydroxyles phénoliques totaux relargués au cours de
I’adsorption est déterminée par la méthode au réactif de Folin-Ciocalteu proposée par

% et modifiée par Pil6-Veloso et al..!® Cette méthode repose sur une réaction

Pereira™
d’oxydo-réduction indépendante du degré de polymeérisation des composes phénoliques. Ainsi
elle implique tous les composés phénoliques sans différenciation entre 1’acide gallique, les
monomeres, les diméres et les composés phenoliques les plus grands. Le réactif de Folin-
Ciocalteu est un reactif formé de phosphomolybdate et de phosphotungstate. Ces derniers sont
réduits par réaction avec les composés phénoliques sous 1’effet de la chaleur en milieu alcalin
pour former un produit coloré bleu. La concentration de ce dérivé coloré est déterminée par
spectrophotométrie a une longueur d’onde de 760 nm. Des solutions d’acide gallique de
concentrations croissantes sont utilisées comme étalon.

Les hydroxyles totaux sont dosés dans les filtrats : 0,5 ml de filtrat ou de filtrat dilué
est mélangé a 2,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois par de 1’eau ultra-pure. Le

mélange est aussitot additionné de 2 ml d’une solution d’hydrogénocarbonate de sodium a 75
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g.L" ! puis placé au bain marie & 50 °C pendant 5 minutes avant d’étre placé dans un bain
d’eau froide. Les mesures d’absorbance sont effectuées au spectrometre UV visible
(Shimadzu, PharmaSpec UV-1700) a 760 nm. Les concentrations en hydroxyles phénoliques
totaux sont estimées par référence a une droite étalon d’acide gallique de concentrations
comprises entre 20 et 100 g.L'l. Les résultats sont exprimés en équivalents massiques d’acide

gallique.

4.1.5 Analyse des monosaccharides par chromatographie en phase gazeuse.
Le principe de cette méthode repose sur 1’obtention de méthylglycosides
triméthylsilylés par méthanolyse suivie d’une pertriméthylsilylation des monosaccharides

libérés.

4.1.5.1 Préparation des dérivés méthylglycosides triméthylsilylés.
Les monosaccharides neutres et les acides uroniques sont identifiés et analysés sous

forme de méthylglycosides O-triméthylsilylés.*>1% |’

analyse est effectuée sur 200 a 500 pg
de polysaccharides, auxquels est ajouté un témoin interne, le méso-inositol (Ml), a raison de
50% de la quantité de polysaccharide. Cette méthode a été adaptée a 1’analyse de poudres
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d’origine végétale™', et peut étre également utilisée pour 1’étude de la composition

monosaccharidique des résidus d’extraction.

4.1.5.1.1 Méthanolyse.

Les monosaccharides sont libérés sous forme de méthylglycosides (Figure 74) par
ajout de 1 mL de méthanol chlorhydrique 1 M a I’échantillon polysaccharidique anhydre.
Aprés 24 h a 80 °C dans un tube scellé, la méthanolyse est stoppée par évaporation de
I’hydrolysat sous un flux d’azote. Pour les fractions (S;) ou résidus (R;) d’extraction, la phase
méthanolique est délipidée par trois lavages successifs a I’heptane (3 x 1 mL). Elle est a

nouveau ¢vaporée sous flux d’azote.
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Figure 74 : Préparation de méthylglycosides selon la méthode proposée par Kamerling et al.%.

4.1.5.1.2 Triméthysilylation.
Les méthylglycosides sont ensuite triméthylsilylés (Figure 75) par 100 uL de BSTFA
(N,O-bis-triméthylsilyl-trifluoroacétamide) a 1% de TMCS (triméthylchlorosilane) dans la
pyridine (100 pL), a I’obscurité pendant 2 h, a 27 °C. Ces échantillons sont maintenus a -22

°C pendant 24 h puis directement injectés en CPG.

J,\\ ) S$1(CHs)s
HO o) F;C  N-51(CHy); (H;C);S10 0
OMe - H 1S OMe
HO OH Pyridine, 2 h, 27 °C, sous N, H;C);8:0

0Si(CHz);

Figure 75 : Méthode de triméthylsilylation des O-méthylglycosides, d’aprés Kamerling et al..*®

4.1.5.2 Analyse des dérivés TMS en CPG.

Les méthylglycosides triméthylsilylés sont identifiés par CPG, par comparaison avec
des échantillons authentiques a 1’aide d’un chromatographe Perichrom PR 2100 équipé d’une
colonne capillaire (0,32 mm x 60 m) OPTIMA®-1-Accent 0,25 UM (Macherey-Nagel) et
d’un détecteur a ionisation de flamme (FID) ; le gaz vecteur est I’azote sous pression de 75
kPa. La température de 1’injecteur est fixée a 260 °C. L’élévation de la température du four
est programmée de 130 & 210 °C a raison de 2 °C.min™, avec un pallier de 5 min & 190 °C,
puis de 210 & 260 °C a raison de 5 °C.min™". Le chromatographe est piloté par le logiciel
Winilab 111 (Perichrom). Les résultats sont exprimés en pourcentage molaire aprés correction

des aires des pics chromatographiques par les facteurs de correction.
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4.1.6 Evaluation du degré de méthylestérification des pectines S2 et S3.

Un dosage biochimique du méthanol est effectué aprés saponification sur les fractions
pectiques extraites S2 et S3 des écorces des sapins de Douglas afin de déterminer le degré de
methylestérification des pectines. La teneur en méthanol est déterminée par spectrométrie
UV-visible : le couplage du Purpald et du méthanal produit par oxydation enzymatique du

méthanol conduit a la formation d’un composé violet dosé a 550 nm (Figure 76).

NH,  NH,
HS\(N NH
\ W/ HNT N /\
N—N I N b
alcool oxidase o] Purpald NH Air
HC—OH — > </ \( Y - \( Y

H

Figure 76 : Schéma réactionnel du dosage du méthanal.

La concentration en méthanol est estimée par référence a une droite étalon de
méthanol (entre 0 et 40 pg.L™). Les résultats sont exprimés en pourcentage de la quantité
molaire de méthanol par rapport a la quantit¢ molaire d’acide galacturonique de 1’extrait
obtenu par CPG.

10 mg de Si sont introduits dans 1 mL de soude a 0,1 M afin de saponifier les
fonctions ester. La suspension (aprés lyophilisation, une partie des pectines n’est plus soluble)
est maintenue a 4 °C pendant 15 h. Apres neutralisation de la soude en exces par ajout d’acide
chlorhydrique, les particules en suspension sont éliminées par centrifugation (12000 g, 5 min,
4 °C). 100 pL d’échantillon (ou d’échantillon dilué¢) ou de gamme étalon sont additionnés de
90 L de tampon phosphate 200 mM, pH 7, puis de 10 pL de solution enzymatique d’alcool
oxydase fraichement préparée dans le méme tampon phosphate. Les échantillons sont agités
puis incubés 10 min & 30 °C. Puis 200 pL de Purpald &5 mg.mL™ fraichement préparé dans
de la soude a 0,5 M sont ajoutés. Les échantillons sont homogénéisés puis incubés 40 min a
30 °C. Enfin une étape de dilution des échantillons et de la gamme est effectuée en ajoutant
600 puL d’eau. Aprés homogénéisation 1’absorbance est lue au spectrometre UV-visible
(Shimadzu, PharmaSpec UV-1700).
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4.1.7 Evaluation de la capacité d’échange cationique.

La CEC est évaluée selon une méthode colorimétrique’®® qui repose sur ’échange des
cations présents dans le sol par la cobaltihexamine, cette derniere est dosée par spectrométrie
UV-visible. Ainsi, 2 g de sol sec sont mis en suspension dans 40 mL d’une solution de
Co(NHs)e>*,CI" 2 0,05 M et maintenus sous agitation magnétique pendant 1h. Aprés filtration
sur verre fritté (porosité 3) puis centrifugation (12000 g, 15 min, T.A.), I’absorbance des
surnageants est déterminée par UV-visible a 472 nm; une gamme étalon de chlorure de
cobaltihexamine (gamme 0, 0,05 M) permet le calcul de la concentration résiduelle en

Co(NH3)63+. Cette derniére conduit a la valeur de la CEC.
4.2 Caractérisations.

4.2.1 Analyse spectrale des écorces par spectrométrie infrarouge.
Les spectres IR des écorces brutes, traitées, modifiées et adsorbées sont réalisés sur
des pastilles de 180 mg KBr contenant 2 % en masse d’écorces, a I’aide d’un spectrometre
Perkin Elmer (spectrum 1000) a transformée de Fourier sur une gamme de fréquences

comprises entre 400 et 4000 cm™.

4.2.2 Analyse par spectrométrie de masse.

Les spectres de masse des oligosaccharides issus de I’hydrolyse acide, de 1’hydrolyse
enzymatique ou des modifications par amination réductrice ont été effectués au Laboratoire
de Spectrométric de Masse de 1’Université de Nantes (UR 1268 INRA, Plate-forme :
biopolymeres, Interactions, Biologie Structurale). Les analyses de masse MALDI sont
effectuées par un appareil M@LDI LR (Micromass / Waters) a polarité positive dont le laser
émet dans I’ultra violet a 337 nm, la matrice utilisée est 1’acide 2,5-dihydroxybenzoique
(DHB), la gamme de m/z est illimitée. Les analyses de masse ESI sont pour leur part
effectuées par un appareil LCQ Advantage (Thermo Finnigan) a polarité positive ou négative

dans une gamme de m/z de 0 a 2000.

4.2.3 Analyse par spectroscopie de RMN.
Les analyses RMN ont été réalisées au service commun de RMN de I’Université de
Limoges sur un appareil Bruker DPX-400 & une fréquence de 400,13 MHz pour le proton et
100,62 MHz pour le carbone 13. Les déplacements chimiques 6 sont exprimés en ppm par

rapport au triméthylsilane (TMS). Les constantes de couplage J sont exprimées en Hz.
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4.3 Analyse statistique.
Le traitement statistique des différentes données a été effectué a partir du logiciel libre
PAST (PAleontological STatistics, http://folk.uio.no/ohammer/past) développé au départ pour
la paléontologie mais utilisé depuis dans de nombreuses disciplines.
Les résultats ont été traités par analyse de la variance a un facteur (one-way ANOVA)
et par un test de Tukey (pour la comparaison de paires de moyennes) avec un seuil de
confiance de 95 % (p < 0,05).
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