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Résumeé:

Le but de notre travail est |’ étude de I’ @dimination du phénol par bactéries fixées sur support
combiné. L’'immobilisation par inclusion du charbon actif en poudre et des bactéries
Pseudomonas aeruginosa dans de I’ alginate de calcium permet d’ associer I’ adsorption et la
biodégradation du phénol dans un méme systeme.

L’ étude de I’éimination du phénol par les billes (alginate —charbon actif) et (alginate —
charbon actif- bactéries), par la méhode des plans d expériences, a permis de montrer
I"influence et I’ effet des parametres considérés (concentration initiale en phénol, masse de
charbon actif et diamétre des billes) sur la capacité d adsorption et sur le temps d’ élimination
du phénol respectivement. Cette méthode a permis aussi d aboutir a une modélisation des
résultats expérimentaux.

Mots clés : phénol, adsorption, biodégradation, immobilisation, Alginate de calcium, plan
d’ expériences.

Abstract :

The purpose of our work is the study of the phenol elimination by immobilized cells on a
combined support. The immobilization by inclusion of the powder activated carbon and
Pseudomonas aeruginosa in calcium alginate beads allows associating the adsorption and the
biodegradation of phenol in the same system.

The study of the phenol elimination by alginate - activated carbon beads and alginate —
activated carbon-bacteria beads, using the method of design of experiments, allowed to show
the influence and the effect of the considered parameters (initial concentration of phenal,
mass of activated carbon and diameter of beads on the adsorption’s capacity and on the time
of phenol elimination . This method also alowed to end in a modelling of the experimental
results.

Keywords: phenol, adsorption, biodegradation, immobilization, calcium aginate, design of
experiments.
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NOMENCLATURE

ACCA Alginate de calcium contenant charbon actif
APE American Protection Agency

CA Charbon actif

D Fonction désirabilité

DO Densité Optique

EPS Exopolysaccharide

ppm Partie par million

Prob Probabilité

UV Ultrasviolet

Alphabets

a; Effet du facteur i

ajj Interaction entre les facteurs i et j

ajm Interaction entre les facteurs i, j et m

C Concentration en phénol (mol.L™ ou g.L™)

Co Concentration initiale en phénol (mol.L™ ou g.L™)
Ceq Concentration en phénol &’ éauilibre (mol.L™" ou g.L™)
d Diametre des billes (mm)

f Fonction réponse

F Valeur d un Fisher-Snedecor

Ho Hypothése nulle

H 1 Hypothese alternative

K 4 Coefficient de distribution (L.g™%)

K ¢ Constante de Freundlich (mg.g)".(L.mg™)
K . constante de Langmuir (m*.mol™)

n Constante adimensionnelle de Freundlich
N Nombre d’ expériences

Mca Masse de charbon actif (g)

t Temps (h)

t Vaeur d'un Student

terit Valeur critique d’ un Student

ts Temps d’ éimination totale du phénol (h)
R Rendement d’ adsorption (%)

R? Coefficient de détermination

R.2 Coefficient de détermination ajusté

V Volume (L)

de Capacité d’ adsorption al’ équilibre (mol.g™* ou g.g %)
qm Capacité d’ adsorption maximale (mol.g™ ou g.g™)
Xo Valeur centrale en unités courantes

X+1 Variable réelle au niveau haut

X.1 Variable réelle au niveau bas

y Réponse considérée

1/n

Symboles grecques
o Seuil du test
Ax le pas
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INTRODUCTION GENERALE

L'eau n'est pas seulement une ressource, elle est un enjeu de civilisation.La demande en eau
n'a jamais été aussi forte en raison de la croissance démographique, de I'évolution des modes
de consommation alimentaire ou encore des besoins accrus en énergie. Apporter de I’eau
potable a I’ensemble des étres vivants et assurer sa distribution réguliére est un pari audacieux
du fait de la distribution variable de la ressource d’une part, et la dégradation de sa qualité
causée principalement par les activités industrielles d’autre part.Le fossé que I'ere industrielle

a creuse avec cet élément vitaldoit étre comblé d'urgence

Les phénols figurent parmi les rejets industriels les plus toxiques et les plus fréquents, ils sont
utilisés dans diverses industries, ou ils constituent la matiere premiere, comme dans la

fabrication des résines phénoliques, du nylon, de dissolvants, de laques et peintures... [1,2]

Le traitement des eaux polluées s’impose afin de préserver la vie aquatique et de permettre
I’'usage de I’eau en aval. Deux types de traitements sont distingués: les traitements
physicochimiques et les traitements biologiques. Les traitements physicochimiques comme
I’adsorption ont I’avantage de traiter la pollution rapidement mais ils sont onéreux et ne font
que déplacer la pollution en la concentrant. Les traitements biologiques quant a eux, sont peu
couteux et permettent, par I’action des microorganismes, une minéralisation totale des

matieres organiques causant la pollution des eaux [3].

En biotechnologie, une technique relativement récente a été mise au point. Il s’agit de
I’immobilisation des bactéries sur ou dans des supports spécifiques. C’est une technique tres
prometteuse car elle présente de nombreux avantages comparée a I’utilisation des cellules
libres. Elle permet d’obtenir de hautes densités cellulaires ce qui augmente la productivité et
elle limite les phénomeénes d’inhibition. De ce fait, le recours a la technique d’immobilisation
tend a étre généralise[4].

Dans notre étude, nous avons voulu associer deux techniques de traitement du phénol :
I’adsorption et la biodégradation ceci par immobilisation du charbon actif en poudre et de la
bactérie Pseudomonas aeruginosa dans des billes d’alginate de calcium. Notre étude est
scindée en deux parties : la premiére concerne 1’adsorption du phénol par les billes alginate-
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charbon actif et la deuxiéme porte sur I’adsorption et la biodégradation du phénol par les

billes alginate-charbon actif-bactéries.
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1. GENERALITES SUR LE PHENOL

1.1 Définition et caractérisation

Le phénol, aussi appelé hydroxybenzene, acide phénique, ou encore acide carbolique, est un
composé organique de formule générale CgHsOH, constitué d’un cycle aromatique
benzénique et d’une fonction hydroxyle. C’est la plus simple molécule de la famille des

phenols [5].

OH

Figure I-1 : Structure du phénol [5]

Les cristaux du phénol purifié sont incolores et en forme d’aiguilles. Lorsqu’ils sont stockeés,
ils prennent une couleur rose puis brun-rouge. A température ambiante, le phénol est soluble
dans I’eau et trés soluble dans les solvants organiques. Le point de fusion du phenol est cite
différemment dans la littérature, il est compris entre 40 - 43 °C. Le point d’ébullition est de
182 °C [6].

Le tableau 1.1 résume les principales propriétés physiques et chimiques du phénol.

Tableau 1.1 : Principales propriétés physico-chimiques du phénol

Paramétre Valeur Etendue Référence
Facteur de 1 ppm = 3,91 mg.m> [7]
conversion 1 mg.m>=0,26 ppm
(dans I'air a 20 °C)
Masse molaire 94,11 94,11 - 94,144 [7]
(9.mol™)
Densité/eau 1.071 [8]
Point de fusion(°C) 41 40 - 43 [8]
Point d’ébullition 181,8 181,75 - 182 [7]
()
Pression de vapeur 28,7a20°C 20-47,6 [7]
(Pa)
54,4a25°C 46,8 - 69,9



http://fr.wikipedia.org/wiki/Image:Phenol.svg
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Solubilité dans I'eau 83500a 20 °C 82 000 - 84 000 [7]

(mg.L™)
85700a25°C 70 000 - 93 000

Température 715 °C [8]

d'auto-
inflammation(°C)
Point d'éclair(°C) 79 °C [8]
Constante de 4,56.10-2 2 20 °C [7]

Henry(Pa.m® mol*)
4,02.10-2a25°C

Coefficient de 8,2.10° [7]
diffusion dans I’air
(cm2.s™)

Coefficient de 8,8.10° 8,5.10°-9,1.10° [7]
diffusion dans I’eau
(cm2s™)

1.2 Production et utilisations

Le phénol est essentiellement produit par synthese et le procéde utilisant le cumene comme
intermédiaire est employé a plus de 85%. Ce procédé fut découvert en 1944 par Hock et Lang
et il est exploité depuis les années 50 [9].

La méthode de Hock comprend trois phases :

e Alkylation du benzene avec le propylene pour former de I’isopropylbenzéne (cuméne)

&= O~

e Oxydation du cumeéne par I’oxygene de I’air aboutissant a du tert-hydroperoxyde

e Séparation en phénol et acétone.

H+
@—\—{)OH —_— @—cﬂ + oﬁ/

En 2005, le phénol a été produit & hauteur de 8 800 000 T dans le monde dont 26% aux USA .
Le principal producteur est INEOS-Phenol avec une capacité de production estimée a plus de
2,3 millions de tonnes a I’horizon 2013 [10].

Le phénol est un composé d’une grande importance en chimie organique industrielle. Il

constitue la matiére premiére dans la fabrication des résines phénoliques, du nylon,


http://fr.wikipedia.org/wiki/Temp%C3%A9rature_d%27auto-inflammation
http://fr.wikipedia.org/wiki/Temp%C3%A9rature_d%27auto-inflammation
http://fr.wikipedia.org/wiki/Temp%C3%A9rature_d%27auto-inflammation
http://fr.wikipedia.org/wiki/Point_d%27%C3%A9clair
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d’alkylphénols, de chlorophénols et d’autres substances chimiques, telle que I’acide adipique,
la phénolphtal€ine et I’acide picrique [7].
Il est également utilisé pour la désinfection, dans la fabrication de laques, peinture et vernis,

de caoutchouc, dans I’industrie du plastique et dans I’industrie pharmaceutique [7].

1.3 Les rejets phénoliques dans I’environnement

La présence du phénol dans le milieu aquatique provient principalement des eaux résiduaires
de certaines industries déja citées. Ces rejets forment des solutions toxiques et cela méme a de
faibles concentrations. Le phénol est plus lourd que I’eau, il se dissout lentement et devient
complétement miscible a I’eau au-dessus de 68,4°C [7].

Dans I’atmosphére, en raison de sa volatilité, le phénol existe principalement en phase
gazeuse. Sa durée de vie est généralement courte, elle dépend des conditions atmosphériques.
La photo-oxydation, la photolyse et le dépdt sec et humide sont les principales voies de son
élimination de I’atmospheére [11].

Dans les sols, les propriétes physico-chimiques qui influent sur le devenir et le comportement
du phénol sont le pH, la capacité d’échange, la teneur en matiére organique et la teneur en
argile. Le phénol présente une forte affinité avec I’oxyde d’aluminium, par conséquent, son
accumulation est fonction de la présence de minéraux argileux. Le phénol peut étre éliminé

par la biodégradation, I’adsorption et la désorption, la volatilisation et I’oxydation [11].

1.4 Toxicité du phénol

Les phénols de synthése sont plus toxiques et moins dégradables que les phénols existant a
I’état naturel. Plus ils contiennent d’atomes de chlore ou d’azote, plus leur toxicité est forte. Il
convient donc de surveiller et de réglementer les rejets de composés phénoliques [12].

Le phénol apparait dans la liste des polluants prioritaires établie par 1’agence américaine de la
protection de I’environnement APE en raison de sa toxicité et de son accumulation dans
I’environnement [13].

Il figure aussi dans la catégorie 2 de risque WGK (Wassergefahrdungsklassen : catégorie de
risque de pollution de I’eau) en Allemagne, il est classé donc comme polluant de I’eau [7].

Le phénol est un produit caustique dangereux, il peut pénétrer dans I’organisme par voie
cutanee, par inhalation ou accidentellement par ingestion, il exerce a la fois une action locale

sur la peau et les muqueuses et une action genérale sur I’organisme [8].
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Il est recommandé que I’exposition journaliére au phénol n’excede pas 20 mg. Pour les
poissons, la concentration létale est de 5-25 ppm. En plus, il a été rapporté qu’une

concentration inférieure a 0,1 ppm pouvait affecter le goQt du poisson [14].

1.5 Traitement des effluents phénoliques

On s’attend a ce que la biodégradation dans I’eau et le sol soit la principale voie de
disparition du phénol, mais ce dernier, méme dilué forme des solutions toxiques qui peuvent
inhiber sa biodégradation. De plus, contrairement aux phénols naturels, la biodégradabilité
des phénols synthétiques est faible car nombre d’entre eux ont une action bactéricide [11].
Differents procédés de traitements ont été mis en ceuvre pour depolluer les effluents
phénoliques. On distingue deux classes de procédeés : les procédés de traitement physico-
chimique et les procédés de traitement biologique. Dans les traitements physico-chimiques
figurent des procédés de récupération, qui n’éliminent pas la pollution mais la déplacent en la
concentrant, comme I’adsorption, 1I’osmose et I’extraction de solvants, et des procédés de
destruction qui éliminent la pollution dont les principaux sont I’oxydation par le peroxyde
d’hydrogéne, I’oxyde de manganese et I’ozone [15]. Ces procédés dits conventionnels, sont
onéreux et ne permettent pas tous une dépollution totale d’ou la grande importance des
traitements biologiques qui  aboutissent a une dégradation compléte du composé et ceci a

moindre colit.

1.6 La biodégradation du phénol

La biodégradation est la transformation d’un composé organique en différents sous-produits
(CO3, H20, CHy, CI', acides organiques simples...) par I’action des microorganismes[16,17].
Le phénol est un hydrocarbure que beaucoup de microorganismes, essentiellement les
bactéries aérobies, peuvent utiliser comme source unique de carbone et d’énergie. Et les
principales bactériespouvant dégrader le phénol sont: les Pseudomonas, les Vibrions, les
Enterobacteries, les Alcaligenes, les Azotobacter, les Rhodococcus, les Phanerochaereet les

Cryptococcus[18,19].

1.6.1 La biodégradation aérobie

Les différentes études menées sur la biodégradation du phénol ont permis de bien établir les
voies de la dégradation aérobie du phénol. Cette dégradation est possible grace a I’enzyme
hydroxylase qui permet I’oxygénation du phénol pour former le catéchol qui suit un

enchainement de réactions aboutissant a du dioxyde de carbone et de I’eau [20].
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1.6.2 La biodégradation anaérobie
La croissance anaérobie sur le phénol a été observée chez diverses bactéries; dans tous les cas
étudiés, le phénol semble étre carboxylé en 4-hydroxybenzoate et la croissance sur celui-ci
dépend de la présence de CO,[16].

2. ADSORPTION

Les procédés d’adsorption demeurent parmi les meilleurs choix de traitement des eaux
polluéesceci pour plusieurs raisons. D’abord, I’adsorption permet I’élimination de différentes
molécules quelle que soit leur concentration. En plus elle est peu onéreuse comparée aux

autres traitements physicochimiques [21,22].

2.1 Définition

L'adsorption est un phénomeéne de surface par lequel des molécules de gaz ou deliquide se
fixent sur les surfaces solides des adsorbants selon divers processus plusou moins intenses.
L’ adsorptionrésulte des forces d'attraction intermoléculaires, denature et d'intensité variées,
qui sont responsables de la cohésion des phasescondensées, liquides ou solides. Une molécule
attirée inégalement par les autresmolécules de deux phases trouvera une position
énergétiqguement favorable a lasurface de la phase qui I'attire le plus ; celle-ci sera appelée
I'adsorbant, les moléculesainsi adsorbées constituant I'adsorbat[23].

Ces interactions adsorbant-adsorbat peuvent donner lieu préférentiellement adeux types
d’adsorption[21] :

e L’adsorption physique met en jeu des énergies de liaison relativement faibles de type
Van der Waals (10 a 100 kJ.mol-1). Le procedé est donc géneralement réversible. Elle
se caractérise par son caractére exothermique et par un équilibre atteint assez
rapidement ;

e La chimisorption a lieu sur des sites spécifiques de I’adsorbant et les molécules
chimiquement adsorbées sont liées sur la surface réactive de I’adsorbant. Les énergies
de liaison sont généralement élevées et similaires a celles des réactions chimiques
(100 a 1000 kJ.mol-1).

Les quatre étapes limitantes de la cinétique d’adsorption dans des particules poreuses sont

lessuivantes[21] (Figure 1.2) :



Chapitrel : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

e diffusion des molécules de la solution vers la couche limite externe aux particules
:toutefois, en présence d’une agitation forte cette étape n’est pas limitante ;

e transfert de soluté du film vers la surface de I’adsorbant : cette étape est
nomméediffusion de film ou transport externe (diffusion extra-particulaire) ;

e diffusion du soluté de la surface des particules vers I’intérieur des pores : il s’agit de
ladiffusion intra-particulaire, comprenant a la fois le transport de la molécule de soluté
dansle pore et la diffusion de ce soluté a la surface du pore ;

e la fixation du soluté sur les sites adsorbants : cette étape, qui constitue I’adsorption,
estune phase quasi instantanée en systéeme isotherme et ne limite donc pas la

cinétiqueglobale de fixation.

= Eaulibre

h 1
&

= Eauliee

;

Figure 1.2 : Représentation des différentes étapes de la cinétique d'adsorption [24]

Au sein d’un réacteur parfaitement agité et a température constante, les étapes contrélant la
vitesse globale d’adsorption sont, par conséquent, les étapes de diffusion extra- et
intraparticulaire.

L’importance relative de ces étapes dépend de la structure de I’adsorbant (diametre des
particules,diametre et longueur des pores), des propriétés de la solution (diffusivité des

solutés) et del”’hydrodynamique au voisinage de I’adsorbant[21].
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2.2Charbon actif : I’adsorbant par excellence

Au sens strict, tous les solides sont des adsorbants. Cependant, seuls les adsorbants ayant
unesurface spécifique suffisante (surface par unité de masse) peuvent avoir des intéréts
pratiques[21].

Un adsorbant peut étre un matériau d’origine minérale, organique ou biologique(lI’alumine
(Al,03), le charbon actif, les zéolites, les argiles, les perles de silice...),un sous-produit
industriel ou un déchet agricole revalorisé en un adsorbant peu colteux ou bien un polymeére
(les résines polymeéres organiques, les polymeres macroporeux hyper réticulés...) [25].

Les adsorbants industriels ont généralement des surfacesspécifiques au-dela de 100 m2.g™,
atteignant méme quelques milliers de m%.g™. Lesadsorbants industriels les plus courants sont
les suivants : les charbons actifs, leszéolites, les gels de silice, les alumines et les argiles
activées.|l se fabrique environ 150 000 t.an™ de zéolithes destinés & I’adsorption, 400 000 t.an"
! de charbons actifs, 75 000 t.an™ d'alumines activées, 400 000 t.an™ d'argiles et 25 000 t.an™
de gels de silice[23].

Le charbon actif est I’adsorbant le plus utilisé dans le traitement des eaux, son efficacité est
due essentiellement a sa grande affinité pour un grand nombre de composés chimiques et a sa

grande surface spécifique [26,27].

2.2.1 Origine et fabrication du charbon actif
Les charbons actifs constituent une famille de matériaux d’origine carbonée qui peuvent étre
de nature minérale (houille, coke,...), végétale (bois, noix de coco, tourbe,..) ou synthétique.
Ces matériaux sont traités par des procédés physiques ou chimiques pour accroitre leurs
propriétés d’adsorption liées a leurs porosités trés importantes[28,29].
L’activation physique est une activation thermique et la fabrication du charbon actif dans ce
cas comprend trois étapes principales [29] :

e Séchage des matiéres premieres a 170 °C ;

e Carbonisation lente entre 170 °C et 600 °C en absence d’oxygene, suivie d’une

élimination des produits de carbonisation par de la vapeur a 750-900 °C ;
e Activation par application en continu de vapeur a 950 °C; développement de la

structure complexe du charbon.

L activation chimique quant & elle consiste a mélanger les matiéres carbonées brutes avec des
produits chimiques tels que la chaux, I’acide sulfurique, le chlorure de calcium, le chlorure de

zinc, le chlorure de magnésium, I’acide phosphorique, les sulfures et les thiosulfates. Apreés
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carbonisation, le charbon est séparé de la substance inorganique activante par dissolution de

cette derniere par un lavage approprié [29].

2.2.2 Caractéristiques physicochimiques

a- Structure

Il a été déemontré que la structure du charbon actif ressemble a celle du graphite, elle est
comme composée de couches de plans hexagonaux constitués de carbone [29]. C’est comme
un assemblage aléatoire de feuillets plans constitués par des polycycles aromatiques. L’espace
libre entre cesfeuillets constitue la porosité du charbon[27].

b- Texture

Les caractéristiques texturales du charbon actif (porosité, aire spécifique) jouent un
roleimportant au niveau des capacités et des cinétiques d'adsorption.

e La structure poreuse : elle peut étre caractérisée par des grandeurs telles que la surface
totale, le volume total des pores et la répartition de la dimension de ces pores. Le
volume poreux est uniquement caractéristique de la porosité ouverte c'est-a-dire les
pores ouverts qui débouchent a la surface et qui sont ainsi accessibles aux molécules.
Il est habituellement exprimé en centimétres cube par gramme d’adsorbant [30]. Les

pores sont géneralement classés suivant leur taille en trois catégories [22, 31]:

i) les macropores de diametre moyen supérieur a 50 nm qui peut atteindre 2 000 nm. Leur
volume varie de 0,2 8 0,8 ml.g™ et leur faible aire massique (0,5 & 2 m®.g™) indique qu'ils ne
jouent pas un réle important sur les capacités d'adsorption ;

ii) les mésopores avec un diamétre compris entre 2 et 50 nm, un volume mésoporeux de
l'ordre de 0,02 & 0,10 ml.g™ et une aire massique qui représente environ 5 % de l'aire
massique totale du charbon (soit 25 & 75 m®.g™). De ce fait, les phénoménes de condensation
capillaire ne peuvent se dérouler qu'a I'intérieur de ces mésopores ;

iii) les micropores constituent généralement 95 % de l'aire massique totale. Leur rayon
inférieur a 2 nm correspond a la taille de molécules simples. Le volume microporeux est

compris entre 0,15 et 0,50 ml.g™.

10
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Macropores > 50 nm 2 nm= Mésopores = 30 nm

Micropores < 2 nm

Figure 1.3 : Représentation de la structure poreuse de charbon actif [30]

Chaque type de pore joue un réle particulier dans les phénomeénes d’adsorption.
Lesmacropores permettent au fluide d’accéder a la surface interne du charbon actif. Les
mésopores favorisent le transport de ce fluide et les micropores sont les sites del’adsorption.
Les micropores déterminent pratiquement a eux seuls la capacitéd’adsorption d’un charbon
actif : ils représentent presque la totalité de la surfaceofferte a I’adsorption[23]. En effet, la
surface externe, qui comprend les parois des mésopores et des macropores, ainsi que lasurface

des feuillets aromatiques, varie entre 10 et 200 m2.g™environ[22].

e Lasurface spécifique : Par définition, elle représente I’aire disponible pour adsorber
une monocouche de molécules par unité de masse de charbon, généralement exprimée
en m®.g™*. Pour un charbon actif, cette aire spécifique est comprise entre 500 et 1500
m?.g™. Plus la surface d’adsorption est grande, plus la quantité de matiére adsorbée est

importante [30].

c- les propriétés chimiques :

La pureté du carbone composant le charbon actif est de 80 a 95%, le reste est constitué
essentiellement par de I’oxygéne et de I’hydrogéne qui se retrouvent sous la forme de
radicaux carboxyliques ou de radicaux hydroxyles, nommés « fonctions oxygénées de

surface ». Aussi, des impuretés métalliques peuvent étre rencontrées. La quantité et la forme

11
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chimique de ces hétéroatomes dépendent de I’origine du carbone ainsi que la technique
d’activation employée [29, 32].

Les fonctions oxygénées de surface conférent au charbon actif son caractere acido-basique
etdéterminent, selon I’environnement (pH de la solution), sa charge électrique.On associe le
caractere acide d’un charbon actif a la présence de groupements carboxyliques (Ar-COOH),
phenoliques (Ar-OH), laconiques et anhydrides. Ces fonctions (enparticulier les groupements
carboxyliques) rendent la surface du charbon plus polaire etaugmentent son affinité pour I’eau
par formation de liaisons hydrogéne.La basicité du charbon actif également associée a des
groupements oxygenes de surface(certains éthers et carbonyles, tels que pyrone et chromene)
[27].

=

MEDIUM

Figure 1.4 : Influence des groupements fonctionnels présents en surface du charbon sur

sa charge électrique [27]

2.3 Les équilibres d’adsorption
Il est essentiel de bien connaitre les propriétésd’équilibre adsorbat - adsorbant pour pouvoir

concevoir et dimensionnercorrectement les procédés d’adsorption. En effet quand une

12
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solution est mise encontact prolongé avec du charbon actif, on atteint un équilibre
thermodynamiqueentre les molécules adsorbées et celles présentes en phase liquide[23].

Les quantités adsorbées a I’équilibre pour un systeme adsorbat - adsorbant sontgénéralement
caractérisées par des isothermes d’adsorption déterminées a unetempérature donnée.

Pour une espece donnée, I’isotherme d’adsorption exprime laquantité adsorbée par unité de
masse du charbon actif (ge) en fonction de laconcentration dans la phase fluide a I’équilibre
(Ce). Ainsi chaque point d’uneisotherme est obtenu par le biais de I’équation (I.1) ci-
dessous [21, 23] :

_(C-CoV

Mca

Qe (1.1)

OU :qe est la quantité adsorbée sur le charbon actif par g de charbon actif (mol.g™ ou g.g™* de
CA);

C.est la concentration de I’espéce qui s’adsorbe a I’équilibre (mol.L* ou g.L™) ;

Cy est la concentration initiale de I’espéce (mol.L™* ou g.L™) ;

V est le volume de solution introduit au départ (L) ;

mcaest la masse de charbon actif (g).

2.3.1 Les différents types d’isothermes
Plusieurs auteurs ont proposé une classification des isothermesde sorption basées sur leur
forme et sur leur pente initiale. La figure 1.5 représente les quatre formes d’isothermes

distinguées [22].

13
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(a) The “C” isotherm (b) The “L” isotherm
Q

»

with strict plateau

N

without strict plateau

> C > C
(c¢) The “H” isotherm (d) The “S” isotherm
Q Q
-~ -
'( point of inflection
> C > C

Figure 1.5 : Classification des isothermes d’équilibre d’adsorption selon leur allure [22]

0o La forme « L »: dite de « Langmuir», correspondrait plutét aux faibles
concentrations en soluté dans I’eau. L’isotherme est de forme convexe, ce qui suggere
une saturation progressive du solide. Quand C, tend vers zéro, la pente de I’isotherme
est constante.

o La forme « H » : dite de « haute affinité »,est un cas particulier de la forme « L », ou
la pente initiale est tres élevée. C’est le cas quand le soluté exhibe une forte affinité
pour le solide.

0 La forme « S » :dite « sigmoidale », présente un point d’inflexion révélateur d’au
moins deux mécanismes d’adsorption. C’est le cas, par exemple, quand une premiére
couche de soluté est d’abord adsorbée puis quand I’adsorption d’une ou plusieurs
couches supplémentaires devient favorisee.

o0 La forme « C » :dite de « partition constante », est une droite passant par zéro ce qui
signifie que le rapport q./C. (appelé coefficient de distribution Kg) est constant. C’est

souvent le cas de I’adsorption sur les argiles.

2.3.2 Modélisation des isothermes d’adsorption
Les isothermes les plus communes sont les isothermes de type L et H. Elles sontsouvent

modélisées par les modéles de Langmuir et Freundlich[23].

14
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a) Modele de Langmuir

Une isotherme de type Lest caractéristique d’un adsorbant dont le volume microporeux est
particulierementélevé. Cette forme d’isotherme est a rapprocher du modele de Langmuir dont
les hypotheses initiales sont que le solide adsorbant présente une capacitéd’adsorption limitée
(am), que tous les sites actifs sont énergiqguement équivalents, qu’ils ne peuventcomplexer
qu’une seule molécule de soluté (adsorption monocouche) et qu’il n’y a pasd’interactions
entre les molécules adsorbées[22, 23].L’isotherme peut étre modélisée par I’Equation (1.2):

_ dmax-Ki..Ce (|.2)

e 14Kky..Ce

Avec :

(e est la quantité adsorbée par masse d’adsorbant en (mol.kg*CA)

- Ce est la concentration a I’équilibre dans la phase fluide en (mol.m™)

- KL est une constante qui décrit I’énergie d’adsorption, c’est la constante deLangmuir
(m®.mol™). Elle dépend de la température et donne une indicationsur I’affinité de I’adsorbat
pour I’adsorbant : plus elle est élevée et plusl’affinité est forte.

“Omax €St la quantité maximale pouvant étre adsorbée sur une masse donnée desolide et

signifie une occupation totale des sites d’adsorption (mol.kg™*CA).

b) Modele de Freundlich

Le modele simple et empirique de Freundlich est le plus communément utilisé. On considére
qu’il s’applique dans le cas ou I’adsorption se fait d’abord en monocouche puis en
multicouche. Cela en présence d’un adsorbant ayant un volume macroporeuxou méesoporeux
important et une surface hétérogene avec possibles interactions entre lesmolécules adsorbées.

Le modéle de Freundlich est exprimé par I’équation (1.3) [22,23].
qe = Kp.C.M" (1.3)

Ou kg et n sont des constantes a déterminer pour chaque couple adsorbant/adsorbat achaque

température.

15
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La constante n (adimensionnelle) donne une indication sur I’intensité de I’adsorption. Il
estgenéralement admis que des faibles valeurs den (0,1 < n < 0,5) sont caractéristiques d’une
bonne adsorption, alors que des valeurs plusélevées révelent une adsorption modérée (0,5 <n
< 1) ou faible (n > 1)[22].

3. TECHNOLOGIE DES CELLULES IMMOBILISEES

3.1 Définition

La technologie des cellules immobilisées n’est pas récente. Dés les années 1960 I’idée de
fixer les « catalyseurs biologiques » c’esta-dire les enzymes d’abord, puis les micro-
organismes a assez rapidementdébouché sur des applications industrielles comme les
électrodesa enzymes fixées, les bactéries adsorbées en vinaigrerie, ou encore leslits bactériens
en dépollution[33].

Une cellule immobilisée est définie comme une cellule vivante qui, par des moyens naturels
ou artificiels, est fixée soit a des surfaces soit incluse dans une matriceempéchant ainsi son

libre déplacement [34].

3.2 Techniques et procédures d’immobilisation
Les cellules peuvent étre immobilisées par adhesion a des surfaces, inclusion dans des
matrices poreuses, rétention derriére des barriéres ou par floculation [35].

La figure 1.6 représente une classification des techniques d’immobilisation.

H Cellules immobilisées vivantes
|
Attachées A la geliSlenluans immobilisation _
surface des matrices derriére une Floculation
poreuses barriére

:l._|7,

Adsorption
induite

Aggrégation
induite

Adsorption Inclusion support

| ] Aggrégation
dans gel préformé

artificielle-
ment

naturelle naturelle

artificielle-
ment

Figure 1.6: Classification des techniques d’immobilisation [35]
Ces techniques d’immobilisation : adsorption, inclusion, encapsulation, liaison covalente,

confinement, floculation peuvent étre classées autrement selon le critére considéré :

16
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e La nature physique ou chimique du procédé : I’'immobilisation chimique regroupe les
techniques d’inclusion, d’encapsulation de liaison (covalente, adsorption..). La
floculation et le confinement sont des techniques d’immobilisation physique [36].

e Immobilisation spontanée ou induite : il est question d’immaobilisation passive lorsque
les microorganismes ont une tendance naturelle & s’attacher a des surfaces et proliférer
(adsorption). L’immobilisation active quant a elle fait intervenir des agents de

floculation des matériaux d’enrobement et des agents de liaisons chimiques [37].

3.2.1 Immobilisation par inclusion

Cette méthode est la plus utilisée actuellement. Le principe de I’inclusion est de retenir le
microorganisme prisonnier dans la matrice d’un polymereou dans une microcapsule[38]. Les
polymeres utilisés peuvent étre naturels comme [I’alginate, le gel d’amidon, ou bien

synthétique (acrylamide, résines photoréticulants, polyurethanesdepolyacrylamide...)[37].

3.2.2 Immobilisation par adsorption

La technique d’adsorption demeure la méthode la plussimple et la plus rentable. Différents
supports, tels que la silice, les billes de verre poreux,la céramique, le plastique,l’alumine, la
célite et le charbon actif ont déja été exploités pourl'immobilisation[4]. Différents types de
liaisons interviennent dans les réactionsd’adsorption a savoir I’échange d’ions, les interactions

de Van Der Waals et la liaison hydrogéne [38].

3.2.3 Immobilisation par liaison covalente

L’immobilisation par liaison covalente a été developpée surtout dans le souci d’obtenir des
liaisons enzymes-support tres solides. Pour la réalisation de la liaison covalente il faut
uneactivation préalable du support principalement car I’activation des groupes fonctionnelsde
I’enzyme ou de la surface des cellules est délicate et peut conduire a la dénaturation de
I’enzyme ou de la cellule [38]. En général, les groupements fonctionnels du support sont les

groupes amino, carboxyles, hydroxyles et phénols de protéines[32, 38].

3.2.4 Immobilisation par encapsulation
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La technique d'encapsulation inclut les cellules dans une membrane mince semi-perméable.
A l'intérieur de la capsule, les cellules sont libres de se déplacer dans le cceur liquide, mais
limité dans l'espace par la membrane extérieure.Les grandes protéines et les cellules ne
peuvent pas passer a travers la membrane, mais les substances nutritives et les molécules
passent facilement.L'absence d'un gel a I’intérieur de la capsule associée a la faible épaisseur
de la membrane favorise le transfert de matiére.De plus, des concentrations élevéesen cellules

peuvent étre obtenues a I’intérieur des capsules [39].

3.2.5 Immobilisation par confinement
Le confinement vise a retenir les micro-organismes, dont la concentrationpeut étre trés élevée,
dans une partie du réacteur grace a unebarriere physiqgue comme une membrane de

microfiltration ou une fibrecreuse[33].

3.2.6 Immobilisation par floculation

Bien qu’il ne s’agisse pas a proprement parler d’une immobilisation,on peut rapprocher la
floculation a une technique d’immobilisation. Ici lescellules microbiennes se lient entre elles
par des ponts ioniques établisentre des sites des parois cellulaires et les cations présents dans
le milieu.Dans certains cas, en particulier chez les levures, il peut se formerde véritables ponts

myceliens entre les cellules[33].

3.3 Choix du support

Les supports utilisés dans I’immobilisation des cellules peuvent étre inorganiques ou
organiques d’origine naturelle ou de synthese [40]. Ils doivent présenter des propriétés
physiques et chimiques favorisant I’immobilisation. Unsupport préformé est caractérisé par sa
densité, sa taille et sa forme, sa résistance a lafriction, sa capacité de rétention des cellules
(diametre des pores et porosité) et sa charge desurface. De plus, il doit étre stérilisable. Pour
I’application dans l'industrie agroalimentaire, il existe des exigencesconcernant la nature du
support. Premierement, il ne doit pas étre toxique, ni pour I’hommeni pour les bactéries, et
son utilisation dans le domaine alimentaire doit étreautorisée [35].

Le tableau 1.2 donne des exemples de supports de différentes natures

Tableau 1.2 Quelques exemples de supports utilisés dans I’immobilisation [41].
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Inorganique Organique de synthese biologique
Aluminium Oxyde de Polyéthylene Cellulose
Oxyde de Nickel Polystyréne Agarose
Verre poreux Polyacrylate Alginate
Charbon actif Nylon Chitine

Oxyde de fer Polyacrylamide Chitosane

Oxyde de Titanium
Oxyde de Zirconium

Oxyde de Vanadium

Polyméthacrylate
Polyaniline
Polyester

Polyvinyle alcool

Gel de collagéne
Liposome

3.4 Avantages et inconvénients

L'immobilisation permet de retenir les cellules microbiennes dans un systéme de fermentation

et dobtenir des hautes densités de biomasse. Cette technique comporte de nombreux

avantages, mais aussi des inconvénients, comparée a des procédés utilisant des cellules libres.

La haute densité cellulaire et un micro-environnement différent des conditions dans le milieu

de culture résultent souvent en un changement morphologique et physiologique de la culture.

Ceci peut représenter un avantage, par exemple en augmentant la tolérance de la souche

envers des substances inhibitrices ou en découplant la croissance bactérienne de la production

de métabolites, ou un désavantage car le métabolisme pourrait étre modifié de fagcon non

voulue[35].

Le tableau 1.3 représente les principaux avantages et inconvénients de I’immobilisation des

microorganismes.

Tableau 1.3 : Principaux avantages et inconvenients de I’'immobilisation [4, 35, 42]
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Avantages

Inconvénients

* Productivité augmentée a cause
d’unedensité de biomasse plus élevée

* Lavage de la biomasse du réacteur
empéché pendant la fermentationcontinue,
méme avec un taux dedilution élevé

» Stabilité biologique et physique descellules
plus élevée en raison de laprotection par le
support

* Découplage de la croissance et de
laproduction de métabolites

* Codt réduit pour le traitement en avaldu
milieu

» Rendements plus élevés pour laproduction
de meétabolites secondaires

* Rétention élevée des plasmides chezles
cellules qui en possédent

* Protection contre certains effetsinhibiteurs
dans le milieu

» Susceptibilité diminuée contrel'attaque des
phages et descontaminants

* Orientation possible du métabolisme

Métabolisme

* Possibilité de detachement des cellules du
support et engendrant la contamination du
produit

» Stabilité mécanique et chimique decertains
supports peut étre insuffisante(cisaillement,
dissolution, décompositionpar le produit)

* Prolifération cellulaire peut détruire
lamatrice du support et les cellules selibérent
par la suite

* Limitations de diffusion peuventrestreindre
la bioconversion

* Co0t éleveé pour uneutilisation a grande
échelle

» Modification possible du métabolisme
 Nécessité d'ajouter une étape deproduction
des cultures immobiliséesau procédé

* Nécessité d'entreposer les cellules oude
prévenir leur mortalité lors despériodes
d'arrét de production

» Complexité de l'assainissement
dubioréacteur si des contaminations

seproduisent

3.5 Immobilisation par inclusion des cellules dans I’alginate de calcium

L’inclusion des cellules dans une matrice demeure la technique la plus étudiée et la plus

utilisée et le choix de I’alginate de sodium comme matrice d’inclusion reste le plus fréquent

en raison notamment de son absence de toxicité, et de sa dispersion aisée dans I’eau en

formant une solution visqueuse [38,43]. Cette méthode d’immobilisation permet de maintenir

une concentration €levée en biomasse cellulaire et d’améliorer les taux de production tout en

réduisant les besoins complexes en nutriments des bactéries au niveau du milieu de culture et

les inhibitions rencontrées lors de la fermentation. Un autre avantage est que I’activitéest

conservée pendant plusieurs semaines et apres plusieurs cultures répétées. Le probléme
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majeur retrouvé au niveau de la méthode est que I’inclusion a partir d’une matrice d’alginate
est chimiquement instable en contact avec divers agents chélatants de cations tels que le
phosphate, le citrate et le lactate lesquels peuvent causer une rupture ou une dissolution des

billes formées[44].

3.5.1 Présentation de I’alginate

L'alginate est un polysaccharide abondammentproduit par les algues brunes ou
Phaeophyceae, et certaines espéces bactériennes de la famille des Pseudomonas[45].
L’alginate se présentesous formed’un mélange de sel (sodium, potassium, calcium,
magnésium) et d’acide alginique[38]. L’alginate est un polysaccharide constitué
d’enchainements de résidus d’acides B-D-mannuronique (M) et d’acides a-L-guluronique
(G) liés en 1-4 selon des propriétés et des arrangements variables. Des séquences
homopolymériques de résidus D-mannuroniques (blocs M-M) et des séquences similaires de
résidus gluroniques (blocs G-G), sont séparées par des sequences mixtes (blocs M-G) [43].

L’alginate est un polysaccharide chargé négativement, il gélifie en présence d’ionsdivalents
tels que le Ca**et le Ba*". La gélification de I’alginatede sodium se fait en présence d’ions
divalents. Généralement, le sel de cation divalent le plus souvent utilisé pour la gélificationde
I’alginate est le chlorure de calcium qui est trés soluble dans I’eau et qui offre une
bonnedisponibilité des ions calcium. Il a été montré que 90 % des ions sodium contenus dans
unesolution d’alginate de sodium peuvent étre facilement déplacés par des ions calciques.
L alginate de sodium se transforme alors en alginate de calcium [43].

3.5.2 Influence de différents paramétres sur la technique d’inclusion

Les propriétés des spheres d’alginate dépendent de I’alginate employé a savoir de sa
composition chimique, de sa masse moléculaire et de sa concentration; du type d’ion
divalent; du diameétre des billes réalisées; de la biomasse immobilisée ainsi que les

parameétres du milieu [43,44].

3.5.3 Effets physiologiques et morphologiques de I'immobilisation
L'immobilisation  cellulaire  résulte  pour les  bactéries immobilisées  des
conditionsenvironnantes différentes de celles des cellules planctoniques. Une limitation du

transfertde masse crée un microenvironnement autour des cellules affectant la diffusion
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denutriments vers la cellule. Les propriétés du support, les conditions hydrodynamiques
dansle fermenteur, mais aussi la production et I’excrétion de substances extracellulaires,
enparticulier des EPS, sont des facteurs qui affectent la résistance a la diffusion.
L'accumulation des produits métaboliques peut diminuer le taux de croissance etchanger la

physiologie et la morphologie des bactéries immobilisées[35].

4. PLAN D’EXPERIENCES

4.1 Définition

La méthode des plans d’expériences est un modele statistique permettant d'organiser au mieux
les essais qui accompagnent une expéerimentation et d’obtenir le maximum de renseignements
avec le minimum d'expériences[47].Ainsi, il est possible de déterminer une réponse pour un

grand nombre de facteurs étudiés.

4.2 Principe de la méthode et terminologie
Avant d’aborder le principe de la méthode des plans d’expériences, il convient de préciser le

vocabulaire que nous allons utiliser.

4.2.1 Réponses, facteurs, niveaux

Un phénomene étudié peut toujours étre modéliseé sous la forme mathématique :

Y =f(x1, x2,...,xn).

Y étant la grandeur ou réponse a laquelle I’expérimentateur s’intéresse, f la fonction
mathématique exprimant le mieux les variations de la réponse selon les différentes valeurs des
facteurs (ou variables appelées xi).

On appelle facteur I’'une des causes pouvant influencer le résultat. Ces facteurs peuvent étre
des variables continues lorsqu’elles sont quantitatives et qu’elles peuvent prendre n’importe
qu’elle valeur (éventuellement entre des limites inférieure et supeérieure).
Exemples :Température, pression, concentration... Ou bien  des variables discrétes
lorsqu’elles ne peuvent pas prendre des valeurs numériques mais d’autres valeurs bien
spécifiques. Exemples : couleur, nature de solvant...

La valeur donnée a un facteur pour réaliser un essai est appelée niveau. Lorsqu'on étudie
Iinfluence d'un facteur, en général, on limite ses variations entre deux bornes. La borne
inférieure est le niveau bas, noté -1. La borne supérieure est le niveau haut, noté +1[47].

4.2.2 Coordonnées centrées réduites
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L'utilisation des variables centrées réduites présente I'intérét de pouvoirgénéraliser la théorie
des plans d'expériences quels que soient les facteurs ou lesdomaines d'études retenus.
Remplacer les variables naturelles par les variablescodées va permettre d'avoir pour chaque
facteur le méme domaine de variation(entre -1 et +1) et de pouvoir ainsi comparer entre eux
I'effet des facteurs[48].

Les formules qui permettent le passage des variables courantes aux variables centrées reduites

sont les suivantes :

r= (529

Xo : valeur centrale en unités courantes,
Ax : le pas,

X41 et x_q : les variables réelles aux niveaux haut et bas respectivement.

4.2.3 Domaine expérimental et domaine d'étude

Un facteur peut étre représenté par un axe gradué et orienté. Lorsqu'on étudie I'influence d'un
facteur, en général, on limite ses variations entre deux bornes :le niveau baset le niveau haut.
L'ensemble de toutes les valeurs que peut prendre le facteur entre le niveau bas et le niveau
haut, s'appelle le domaine de variation du facteur ou plus simplement le domainedu facteur.
S'il y a un second facteur, il est representé, lui aussi, par un axe gradué et orienté. Ce second
axe est disposé orthogonalement au premier. On obtient ainsi un repéere cartésien qui définit
un espace euclidien a deux dimensions. Cet espace est appelé I'espace expérimental ou le
domaine expérimental[47].

S'il y a un troisieme facteur, son axe est dispose orthogonalement aux deux premiers.

Au-dela de trois facteurs, la représentation graphique n’est plus possible et on a recourt dans

ce cas aux tableaux[47].
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Le regroupement des domaines des facteurs définit le domaine d'étude. Ce domaine d'étude
est la zone de I'espace expérimental choisie par I'expérimentateur pour faire ses essais [47]. La

figure 1.10 représente le domaine d’étude.

Facteur2 4
+1
Domaine
d’étude
-1
-1 +1  Facteur 1

Figure 1.7 : Représentation du domaine d’étude

Le principe de la méthode des plans d’expérience consiste en une variation raisonnée des
niveaux de tous les facteurs en méme temps pour chaque essai. Les plans d’expérience vont
ainsi permettre d’étudier I’influence simultanée d’un grand nombre de facteurs, de leurs

interactions, pour conduire a une optimisation[44].

4.3 Plan factoriel complet & deux niveaux 2

Les plans factoriels a deux niveaux sont les plus simples. Le nombre de niveaux pour chaque
facteur est limité a deux. Toutes les combinaisons de niveaux sont effectuées au cours de
I'expérimentation. Ces plans peuvent étre utilisés indistinctement pour les variables continus
et pour les variables discréetes[47,48].

La notation 2* a la signification suivante :

Le k en exposant indique le nombre de facteurs ; Le 2 indique le nombre de niveaux pris par
chaque facteur.

Le nombre d’expériences a réaliser se calcule par :Nombre d’expérience = 2

Prenons pour ce qui va suivre le cas d’un Plan factoriel complet & 3 facteurs 2°
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4.3.1 Points expérimentaux et matrice d’expérience

Pour trois facteurs I’espace experimental est un cube a 8 sommets et 6 faces. Les points
expérimentaux aux sommets du cube (figure 1.11) et la matrice d’expérience sera un tableau
traduisant I’emplacement de ces points en indiquant les trois coordonnées en variables
centrées réduites (tableau 1.4)[49].

L 2
ot o
I /
o | o
i
|
o . |l __
o ./.4
-__.f"'
&
1 2

Figure 1.8 : Disposition des points expérimentaux d’un plan 2°
Les points expérimentaux sont arrangés de telle maniere que la matrice d’expérience se
présente selon une disposition particuliéere appelée « disposition classique » comme c’est

indiqué dans le tableau 1.4[49].

Tableau 1.4 : Matrice d’expérience d’un plan 2°

N° de I’essai Facteur 1 Facteur2 Facteur 3
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
S - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +
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4.3.2 Modele mathématique

Le modéle mathématique associé aux plans factoriels complet est un polynéme du premier
degré par rapport a chaque variable. Il est supposé que les effets des facteurssont additifs et
gu’il y a possibilité d’interactions entre les facteurs [49].

Pour un plan a trois facteurs, le modele est le suivant :

y = ap + aiXp + axXp + azXxz + apXiXp + apXiXz + axXoXz +  a123X1X2X3

(I-7)

Ou:
a,:Le coefficient constant du modéle.C’est la valeur de la réponse au point central du

domaine expérimental ;

a;: L’effet du facteur i ;
a;; : L’interaction entre les facteursiet] ;
a;;, - L’interaction entre les facteurs i, jet m ;

X; : niveau du facteur i.

Ao = %Z?:lyi (1-8)

a; = %Z?=1 Xiyi (1-9)
m

a; = %Z,&l Xi X;yi (1-10)
j=1

4.3.3 Effet d’un facteur
On appelle effetd’un facteur le résultat qui est produit isolément par chaque facteur. Il est

calculé par rapport a la moyenne générale qui correspond au centre du domaine d’étude [48].
4.3.4 Interaction entre facteurs

C’est I’action combinée de deux ou plusieurs variables qui s’additionne a I’effet principal. I

s’agit de I’effet produit par la variation simultanée de deux ou plusieurs facteurs[48].
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Chapitre 2 : MATERIEL ET METHODES

1. MATERIEL

1.1 Matériel biologique

La souche bactérienne utilisée afin de dégrader le phénol est Pseudomonas aeruginosa,
fournie par I’Institut Pasteur d’Alger et conservée dans des tubes de gélose inclinée a une

température de 4°C.

1.2 Produits et réactifs
1.2.1 Milieux de culture : les différents milieux utilisés sont les suivants :
e Milieu minéral : c’est le milieu réactionnel, il contient le phénol comme seule source
de carbone.
e Milieu de pre-culture : c’est le milieu de revivification des bactéries. Il permet de
récupérer, aprés 24h d’incubation, une population considérable de bacteéries.
e Gélose nutritive : elle est coulée dans les boites de Pétri ou bien dans des tubes de
conservation.Elle est utilisee pour la conservation et I’observation des colonies

bactériennes.

1.2.2 Dosage du phenol
Les réactifs utilisés pour le dosage du phénol sont une solution de 4 amino-antipyrine, une

solution de ferricyanure de potassium et une solution tampon a pH basique.

1.2.3 Fabrication des billes combinées
Pour la fabrication des billes d’alginate, il faut préparer les solutions suivantes :
e Une solution d’alginate de sodium [44,50];

e Une solution de chlorure de calcium CacCl,

1.3 Appareils

Les difféerents appareils et le matériel utilisés sont résumés en annexe 1.

1.4 Dispositif expérimental
Dans notre étude, il a été question d’étudier I’adsorption du phénol par les billes ACCA. Puis
I’adsorption et la biodégradation du phénol par les billes ACCA-bactéries. Pour cela, le

réacteur utilisé est un erlenmeyer de 1L muni d’unesortie de prélévement. Le volume
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réactionnel est de 500 mL. Le réacteur est mis dans un incubateur qui permet un réglage
précis de la température et de I’agitation.

Concernant I’étude de I’adsorption du phénol par les billes ACCA, les conditions opératoires
sont les suivantes :

e Température ambiante ;

e Une agitation de 660 tr/mn qui permet aux billes de rester en suspension ;
e pH neutre.

La figure 11.1 montre le dispositif expérimental utilisé

Réacteur

Plaque d’agitation

Compartiment température

Figure 11.1: Dispositif experimental
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2. Méthodes

Une quantité déterminée de charbon actif est ajoutée a la solution d’alginate. Le mélange doit
étre bien homogenéisé. Cette suspension est ensuite introduite dans une burette et un goutte a
goutte est effectué dans une solution de chlorure de calcium maintenue sous agitation a

température ambiante. Les billes ACCA-bactéries sont préparées de la méme maniere.

2.1 Préparation de I’inoculum

L’inoculum que nous ajoutons a la suspension stérile alg-CA est obtenu comme suit :

Des colonies de Pseudomonas aeruginosa sont prélevées d’un tube de conservation a I’aide
d’une pipette Pasteur stérile et ensemencées dans un flacon qui contient le milieu de pré-
culture. Apres incubation, un trouble témoigne de la bonne croissance bactérienne.

Les bactéries sont récupérées apres centrifugation. Le surnageant est supprimé et le culot est
mis en suspension dans I’eau physiologique stérile.

C’est cette suspension bactérienne qui est ajoutée au mélange alg-CA préalablement stérilisé
avant de proceder a la fabrication des billes.

Les étapes de réalisation de la technique d’immaobilisation par extrusion sont résumées par le

schéma synoptique de la figure 11.2.
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Solution alginate de sodium Charbon actif en poudre

Bien mélanger >

A 4

Solution homogeéne
(alginate-CA)

Stérilisation >

Suspension bactérienne

—
v

Solution homogene (alginate-CA-bactéries)

< Systeme de goutte a goutte

A 4

Solution CacCl, stérilisée

Agitation continue

P
<

A 4

Formation de billes sphériques (alginate-
CA-bactéries)

A 4

Incubation

l

Lavage a I’eau distillée stérilisée

Figure 11.2 : Schéma synoptique résumant les étapes de fabrication des billes

ACCA-bactéries parla méthode d’extrusion
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Les billes ACCA-bactéries ont été réalisées dans un périmétre stérilisé afin d’éviter tout

risque de contamination.

2.2 Methodes d’analyse

2.2.1 Dosage du phénol

Le phénol a été mesuré par méthode colorimétrique apres réaction avec la 4-amino antipyrine.
Il s’agit de la condensation en milieu basique de I’ion phérate sur la 4-amino antipyrine en
présence d’un oxydant, I’hexacyanoferrate(l11) de potassium (ferricyanure de potassium).

Le complexe ainsi formé est de couleur rouge dont I’intensité dépend de la concentration en
phénol. Cette méthode a une limite de détection de 5 mg.L™ d’ou la nécessité de faire des
dilutions lorsqu’on travaille a des concentrations élevées [20].

La concentration en phénol résiduel est déterminée par le biais d’une courbe d’étalonnage
présentée en annexe 2. La DO a 510 nm est mesurée au spectrophotométre UV/visible et la

concentration en phénol est calculée a partir de I’équation suivante :

[phénol] (mg.L™) = 0.115" .DO (& 510 nm) (11.1)

2.2.2 Analyse statistique

Le logiciel JIMP® a été utilisé pour réaliser Ianalyse statistique des résultats expérimentaux
obtenus.

JMP est un logiciel d'analyse statistique doté de puissantes fonctions graphiques permettant
d'explorer et d'interpréter les données en toute simplicité. JMP offre des fonctionnalités de
pointe pour la création de plans d'expériences optimaux. Il inclut en outre des fonctions

d'analyse faciles a utiliser, ainsi que de nombreuses méthodes de modélisation[51].
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Chapitre 111 : RESULTATS ET DISCUSSIONS

Dans le présent travail, il a été question d’associer I’adsorption et la biodégradation en
réalisant des billes combinées (alginate-charbon actif- bactéries) et donc nous avons estimé
qu’il était judicieux d’étudier d’abord le systeme (alginate-charbon actif : ACCA) en étudiant
I’influence de quelques parametres sur I’adsorption tels que la concentration initiale en
phénol, la quantité de charbon actif et le diamétre des billes, ceci par la méthode intuitive puis
par la méthode des plans d’expériences. Et par la suite, étudier le systeme (alginate-charbon

actif- bactéries) par la méthode des plans d’expériences.

1. Etude comparative de I’adsorption du phénol par le charbon libre, les billes AC
vierges et les billes ACCA

Les cinétiques d’adsorption du phénol sur trois supports différents : CA libre, billes ACCA et
les billes AC vierges, dans les mémes conditions opératoires (Co=100mg.L™, me= 1 g,
d=3mm , Agitation= 660 tr.min™, température ambiante) sontreprésentées sur les figures 111.1
et 1.2

1,00 &
0,80 1 o
_ 0,60 - *
O .
S A * o0 A CAlibre
0,40 - s, 2o
A A A A ) SRS # Billes
0,20 - ALG+CA
0'00 T T T T T T 1
0 60 120 180 240 300 360 420
t (minutes)

Figure 111.1: Cinétiques d'adsorption du phénol par les billes ACCA et par le CA libre

Pour les deux charbons actifs, La concentration en phénol C décroit au cours du temps
jusgu’a atteindre une valeur constante, caractéristique de I’équilibre entre le charbon actif et
le phénol présent dans la solution aqueuse. La comparaison montre que la vitesse
d’adsorption est nettement plus rapide pour le charbon actif libre. En effet, pour ce dernier,

I’équilibre est atteint au bout de 60 min tandis que pour le CA immobilisé le palier n’est
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obtenu qu’apres 300 min de cinétique. Par contre, la concentration a I’équilibreest identique
pour les deux charbons actifs : libre et immobilisé. Ceci suggére quel’alginate ne produit pas
d’obstruction de pores significativemais ralentie les phénomenes de transfert mis en jeu au
cours de I’adsorption.

La figure 111.2 représente la cinétique d’adsorptiondu phénol par les billes d’alginate vierges,
la concentration en phénol n’évolue pas au cours du temps ce qui nous permet de conclure

que les billes d’alginate vierges n’adsorbent pas le phénol.

1,00 ¢ ° . ° ° ° ‘
0,80 -
& 0,60 -
SN
O 0,40 -
0,20 -
0,00 T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180
t (minutes)

Figure 111.2: Cinétique d'adsorption du phénol par les billes AC vierges

Les travaux de Kim et al.,(2008) [52], effectués sur I’adsorption du phénol et de I’ion Cu?®*
sur les trois adsorbants : CA libre, billes ACCA et les billes AC vierges ont conclue que
I’adsorption du phénol sur CA libre et sur les billes ACCA est similaire, tandis que

I’adsorption sur les billes AC vierges, est quasi nulle.

2. Isotherme d’adsorption du phénol par les billes ACCA

Elle exprime laquantité de phénol adsorbée par unité de masse du charbon actif (ge) en
fonction de laconcentration dans la phase fluide a I’équilibre (Ceq). L’isotherme est obtenue
en réalisant plusieurs équilibres d’adsorption, ceci en mettant en contact prolongé (le temps
d’atteindre I’équilibre), une quantité fixe bien déterminée d’adsorbant ACCA avec une
solution de phénol dont la concentration varie a chaque essai. Une fois I’équilibre atteint, le
phénol non adsorbé en solution (Ceq) est analysé. Ainsi chaque point de I’isotherme est
obtenu par I’équation :

=Co-Cey V (111-1)

Mca

Oeq
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- Laquantité de charbon actif immobilisée est de 39 ;
- Le volume de la solution V= 1L, avec un rapportvolumique billes ACCA/Solution
égal a 1/10 ;

- La concentration initiale en phénol varie entre 20 et 500 mg.L™.

L’isotherme obtenue est représentée sur la figure 111.3

100,00 -~
80,00 - .
. L 2
F"u._o *
ud
® 60,00 -
et *
T
40,00 -
20,00 T T T T T 1
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00
C.(mg.L?)

Figure 111.3 : Isotherme d’adsorption du phénol par les billes ACCA

La quantité de phénol adsorbée a I’équilibre augmente en fonction de la concentration initiale
en phénol jusqu’a atteindre une valeur constante. Pour les faibles valeurs de C,, la pente de la
courbe est constant et elle va en s’atténuant jusqu’a obtention d’un palier. Il s’agit d’une

isotherme de type L.

2.1 Modélisation de I’isotherme d’adsorption

Ce type d’isotherme est bien représenté par les modeles de Langmuir et Freundlich.

2.1.1 Modele de Langmuir :

Le modele de Langmuir est exprimé par I’équation suivante :

— 9dmaxKy.Ce (111-2)

e 14+K.Ce

Les paramétres (max et Kp sont déterminés a partir de la forme linéaire le I’équation de

: C : .
Langmuir en tragant q—"’ en fonction de Cc(figure 111.4).

e
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La linéarisation de I’équation de Langmuir donne la formule suivante :

C, 1 1
Ce _ C, + (11-3)
de Amax Amax'KL

4,000 -

y=0,0124x + 0,1608
R?=0,9957

3,000

Y

2,000

C./q.(mgg

1,000

0,000 T T T T T 1
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00

C. (mg.L?)

Figure 111.4 :Forme linéarisée du modeéle de Langmuir pour I'isotherme d'adsorption
du phénol par les billes ACCA

2.1.2 Modele de Freundlich :
La relation qui définit le modele de Freundlich est la suivante :

qo = Kp.C,A/™ (111-4)

Les parametres K¢ et n sont aussi déterminés a partir de la forme linéaire le I’équation de

Freundlich en tracant Log g en fonction de Log C. (figure 111.5)
La linéarisation de I’équation de Freundlich donne la formule suivante :

Log qe = Log K¢ + 1/n Log C, (-
5)
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2,5 +
y=0,3252x + 1,1642
2,0 - R?=0,9658
— *
w15 -
E
o
S 1,0 -
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0,5 -
0,0 T T T T T 1
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Figure 111.5 : Forme linéarisée du modele de Freundlich pour I'isotherme d*adsorption
du phénol par les billes ACCA

La moyenne du pourcentage d’erreur est prise pour tester et comparer les deux corrélations.
La déviation moyenne, en pourcentage, entre les valeurs expérimentales et les valeurs prédites

par le modele est obtenue par I’équation (I11-6)[52].

erreur(%) = %22’ 1 [| dexp k= dmodk ] (111-6)

Gexp,k

Omod,k €St la valeur de q prédite par le modele considére, et Qe et la valeur de g mesuree
expérimentalement.

Les parameétres des modéles ainsi que I’erreur moyenne sont résumeés dans le tableau 111.1.

Tableau I11.1 : Parametres des modéles de Freundlich et Langmuir

Modeéle Freundlich Modele Langmuir
Ke 1/n - Qmax Ku -
(mg.g)*.(L.mg™H)*" mg.gd) | (Lmg?)
14.594 0,3252 | 0,9658 80,645 0,077 0,9957
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Erreur (%) 6.012 4.385

Les figures 111.6 et 111.7 représentent g, calculée par les modéeles de Langmuir et

100,00 -

80,00 - *
£ 60,00 -
3 ¢ ¢ points
% 40,00 - expérimentaux
o

20,00 Modele de Langmuir

0,00 4 T T 1
0,00 100,00 200,00 300,00
C.(mg.L?)

Freundlichrespectivement en fonction de C.

Figure 111.6 : Isotherme d’adsorption du phénol par les billes ACCA(modeéle de

Langmuir)
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Figure 111.7 : Isotherme d’adsorption du phénol par les billes ACCA (modeéle de
Freundlich)

Les courbes obtenues par le modéle de Langmuir et Freundlich (figure 111.6 et I111.7) sont tres
proches de la courbe expérimentale ce qui suggére que ces deux modeéles décrivent bien le
phénomene d’adsorption du phéenol par les billes ACCA. Ceci est confirmé par les valeurs
calculées des paramétres des modeles regroupées dans le tableau I11.1 qui sont :

— La valeur du parametre de Langmuir gmaest proche de celle déterminee
expérimentalement, et son coefficient de corrélation Rz>0,99.

— La valeur 1/nobtenue est inférieure a 1 (1/n = 0.3252), témoigne de la grande affinité
de I’adsorbant pour le phénol.

— La déviation moyenne entre les valeurs expérimentales et les valeurs prédites par le
modele de Langmuir est inférieure a celle obtenue pour le modele de Freundlich. Par
conséquent, c’est I’isotherme de Langmuir qui décrit le mieux I’adsorption du phénol
par les billes ACCA.Cette méme déduction a été faite par Ozkaya(2006)[53], lors de
I’étude realisee sur I’adsorption et la désorption du phénol sur charbon actif ou il a
classé quatre modeles d’isotherme d’adsorption du plus au moins représentatif dans

I’ordre suivant :Langmiur > Toth > Redlich—Peterson > Freundlich.

3. Etude de I’influence de quelques paramétres sur la capacité d’adsorption des billes
ACCA

3.1 Influence de la masse de CA immobilisé

Des billes ACCA contenant des masses de CA différentes ont été réalisées Afin d’évaluer
I’influence de la concentration en charbon actif sur I’adsorption du phénol dans les mémes
conditions que précédemment (Co = 100 mg.L™*; d = 3 mm; Agitation= 660 tr.min™),les

cinétiques d’adsorption obtenues sont regroupées dans la figure 111.8.
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Figure 111.8 : Capacité d’adsorption en fonction de la masse de CA immobilisée dans les
billes ACCA
La figure 111.8 montre que la capacité d’adsorption du phénol par les billes ACCA est
inversement proportionnelle a la masse de charbon actif immobilisé. La capacité d’adsorption
pour les billes contenantlg de CA, est presque egale au double de celle obtenue pour les billes
qui en contiennent2g, qui est elle aussi, presque égale au double de la capacité enregistrée pur
3g de CA immobilisé. Par contre, cette constatation n’est plus valable pour les billes
contenant 5g de CA. En effet, nous avons obtenu presque la méme valeur que pour 3g.
Cela peut étre expliqué par I’agregation des particules de CA. C'est-a-dire, pour un volume de
billes donné, lorsque la quantité de CA immobilisé augmente et atteint une certaine valeur (3g
dans notre cas), les particules vont s’agréger ce qui leur fait perdre une partie de leur surface
spécifique et par conséquent, diminuer la quantité de phénol adsorbé.
Ainsi nous pouvons déduire que la quantité de CA immobilisé dans les billes d’alginate
influe, de maniére significative, sur la capacité d’adsorption du phénol et cela tant que la
quantité immobilisée ne dépasse pas une certaine valeur qui entraine I’agrégation des
particules et au-dela de laquelle cette influence devient faible.Devesa-Rey et al., (2011) [54]
sont arrivés a la conclusion que la concentration en charbon actif est le facteur le plus influent
sur I’adsorption des composés colorés sur charbon actif et que la plus grande concentration
prise dans I’intervalle considéré (0.5- 2%) permet d’avoir le meilleur taux d’élimination.
Le tableau Il1-2 résume les quantités adsorbées par les billes ACCA de la méme taille

contenant des masses de charbon actif différentes.
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Tableau I11-2 :Capacité d’adsorption des différentes billes ACCAen fonctionde la
guantité de charbon actif immobilisé
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3.2Influence de la taille des billes

Afin d’étudier I’évolution de I’adsorption du phénol en fonction du diamétre des billes, des
billes de différents diametres ont été réalisées en faisant varier le diametre de I’orifice de la
burette. Les essais sont réalisés dans les mémes conditions opératoires : Co = 100 mg.L™;

Me = 3 g ; Agitation= 660 tr.min™. Les résultats obtenus sont représentés sur la figure 111.9.

Mea(Q) 0e(MY.Gags ™)
1 77,69
2 48,51
3 24.59
5 20.66

Figure 111.9 :Capacité d’adsorption des billes ACCA de différents diametres

La figure 111.9 montre que les capacites d’adsorption des billes de diameétre égale a 3mm et
4 mm se superposent. Les valeurs atteintes & I’équilibre sont : 24 te 27 mg.g™ respectivement.
Quant aux billes de 5 mm de diametre, la courbe est Iégérement au-dessus des deux autres et
la capacité d’adsorption & I’équilibre est légérement supérieure : 34 mg.g™ . Donc, une
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différence de seulement 10 mg.g™ est notée entre la plus grande et la plus petite valeur de la

capacité d’adsorption.Cette légere différence

d (mm) 9e(mg.g™) peut étre expliquée par le fait qu’en
3 24,59 augmentant le volume de la bille, nous
4 27,34 augmentons le volume offert aux particules
5 34,14 de charbon actif et nous limitons ainsi le

phénomeéne d’agrégation qui engendre une
perte des sites d’adsorption et une diminution relative de la surface spécifique.

Apriori, pour une quantitt de CA immobilisée donnéeet dans I’intervalle de diamétre
consideéré, la taille des billes n’a pas d’influence significative sur I’adsorption du phénol par
les billes ACCA.

Le tableau I11-3 résume les quantités adsorbées par les billes de différents diametres.

Tableau I11-3 :Capacité d’adsorption des billes ACCA

4. Application du plan d’expériences a I’adsorption du phénol par les billes ACCA

Afin d’optimiser le procédé étudié et pour mieux étudier I’influence des facteurs cités et leur
éventuelles interactions, nous avons eu recours a I’application d’un plan factoriel complet a
deux niveaux.

Les trois facteurs de notre étude sont des facteurs quantitatifs, nous attribuons a chacun d’eux

deux niveaux dont les valeurs sont citées dans le tableau I11.4.

Tableau I11.4 : Facteurs et domaine d’étude
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Facteurs Niveau bas (-) Niveau haut (+)
X1 : Concentration du phénol(Cpnenor) [mg.L™] 100 500
X2 : Masse du CAP (mc,) [0] 1 5
X3 : Diamétre des billes (d)[mm] 3 5

Le plan appliqué est un plan factoriel complet a deux niveauxou trois facteurs sont considérés,

donc le nombre d’expériences a réaliser est égal & 2° donc huit expériences. Des essais au

centre ont été réalisés pour plus de précision.

Le tableau I11.5 regroupe les essais planifiés par le plan factoriel complet 2° et la valeur de la

réponse y (ici qe) pour chaque essai.

Tableau I11.5 : la quantité adsorbée obtenue pour chaque essai du plan établi

Coordonnées centreées reduites
Essai n° q (mg.g™?)
X1 X2 X3

1 -1 -1 -1 36,65
2 +1 -1 -1 69,29
3 -1 +1 -1 9,72

4 +1 +1 -1 37,98
5) -1 -1 +1 25,17
6 +1 -1 +1 77,26
7 -1 +1 +1 9,22

8 +1 +1 +1 35,09
9 0 0 0 34,89
10 0 0 0 39,38
11 0 0 0 34,89
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La figure 111.10 regroupe les cinétiques d’adsorption obtenue pour chaque essai du plan.

Essai 1: C;= 100 mg.L', mg,=1g, d = 3mm

Essai 2: C;= 500 mg.L, mg,=1g, d = 3mm
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Essai 7: C,=100 mg.L%, m,=5g, d = 5mm
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Figure 111.10 : Cinétiques d’adsorption obtenue pour les essais du plan factoriel complet
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4.1 Analyse classique

Toutes les cinétiques obtenues présentent une diminution de la concentration en phénol
jusgu’a atteindre une concentration constante caractéristique de I’équilibre d’adsorption. La
saturation des sites d’adsorption explique le palier observé. La concentration a I’équilibre
varie avec la variation des facteurs considérés ce qui mene a des rendements d’adsorption
differents. Le rendement se calcule par la relation suivante :

Co -

“x 100 (11-7)
Co

R% =

Le tableau I11-6 donne le rendement d’adsorption obtenu pour chaque essai réalisé

Tableau I11-6 : Rendements d’adsorption calculés & partir des cinétiques d’adsorption

Essai N° | Conditions ([phénol] (mg.L™) ; C/Co R%
Mca (9) ; d (mMm)
1 100;1:3 0,32 68
2 500;1;3 0,70 30
3 100;5;3 0,03 97
4 500;5;3 0,27 73
5 100;1;5 0,53 47
6 500;1;5 0,70 30
7 100:5:5 0,09 91
8 500;5;5 0,24 76

Les meilleurs rendements, R>70%, sont obtenus lorsque la masse de charbon actif utilisée est
la plus grande (5g) ce qui est prévisible. Un rendement de 94% a été obtenu par Ozkaya,
(2006)[53], en employant 5g de charbonactif libre pour I’adsorption de 100 mg.L™de
phenol. Mais dans la pratique, il n’est pas intéressant de travailler avec des masses élevées de
charbon actif car c’est un adsorbant onéreux, d’ou I’intérét de combiner, dans la partie
suivante, I’adsorption avec la biodégradation qui a la particularité de dégrader complétement

le phénol et d’arriver ainsi a un rendement d’élimination de 100%.
Pour mieux visualiser I’influence des parametres étudiés, des histogrammes ont été réalisés en

fixant un facteur et en variant les deux autres. Nous obtenons les histogrammes représentés
dans les figures 111.11, 111.12, 111.13.
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Figure 111.11:Effet de la concentration en phénol sur la quantité adsorbée
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Figure 111.12 : Effet de la masse du CA sur la quantité adsorbée
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Figure 111.13 : Effet de la taille des billes sur la quantité adsorbée
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Nous constatons d’apres les figures ci-dessus que :

e La concentration en phénol a un effet positif significatif sur I’adsorption. En effet, la
capacité d’adsorption augmente considérablement lorsque la concentration en phénol
passe du niveau bas au niveau haut et cela quelque soit la masse de CA et le diamétre
des billes (figure I11-11) ;

e La masse de charbon actif présente un effet négatif significatif. La capacité
d’adsorption diminue considérablement lorsque le facteur masse de CA passe du
niveau bas au niveau haut dans tous les cas de figure (figure 111-12) ;

e La taille des billes n’a pas d’effet significatif sur la quantité adsorbée. La capacité
d’adsorption n’évolue que faiblement lorsque le diamétre des billes passe du niveau

bas au niveau haut dans tous les cas considéres (figure 111-13).

Il ressort de cette premiére analyse des cinétiques d’adsorption obtenues pour tous les essais
du plan que les facteurs concentration en phénol et masse de charbon actif, ont une influence
sur la capacité d’adsorption du phénol contrairement au troisieme facteur (diametre des billes)

qui n’aurait pas d’influence significative sur la capacité d’adsorption.

4.2 Analyse statistique

Une analyse statistique rigoureuse des résultats obtenus, par le logiciel JMP, vanous
permettre de vérifier les déductions faites précédemment en ce qui concerne les effets des
facteurs. De plus elle nous renseigne surles éventuelles interactions entre les facteurs et

permet aussi une modélisation et une optimisation du systéme étudié.

4.2.1 Modélisation mathématique
Les plans factoriels complets conduisent a une modélisation simple. Il s’agit d’un modele du

premierdegré par rapport a chaque facteur :
y=a, + Z?:l a; Xi + Z’il=1 a,-j XlX] + Z?:l a,-ij,- X]Xm + ...+ E?:l aijmein Xp (“I'7)

Les coefficients a; sont obtenus comme suit :

1
a0 =— Xj21 Vi = 37,2309 (111-8)

1
ay :§Z?=1X1i3’i = 17,3575 (111-9)
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aZ:%Z?leZiyi = -14, 545 (-
10

as ):%Zf;l X3;y; =-0,8625 (I1-11)
a1 =é2?=1X1iX2iyi = -3, 825 (-
12

a13)= %Z?lelngiyi = -2, 1325 (l1-
13)

ax :%Z?leZngiyi =0, 015 (-
14)

8123 =§Z?=1 X1 X5 X3y =273 (111-15)

Ces résultats nous permettent d’écrire le modele en unités codées donnant la quantité

adsorbée en fonction des niveaux des trois facteurs.

y (quantité adsorbée) = 37,23 + 17,357X;—14,545X, — 0.862X3—3,825X; X, +2,132X1 X3
+0,015 X, X3—2,73X1 X2 X3

4.2.2 Analyse par le logiciel de statistique JMP
a) Modélisation et tests statistiques

En choisissant le plan factoriel complet et en faisant entrer toutes les données obtenues a
I’issue de nos manipulations, le logiciel va calculer les différentes valeurs des coefficients et
effectuer des tests statistiques qui comparent deux hypothéses Hy et Hy. A noter aussi que la
limite supérieure du risque de premiere especea, est prise égale a 0.05.

Les sorties du logiciel donnent un tableau qui comporte pour chaque parametre (8 lignes) 4
colonnes. La premiere colonnecontient les estimations des parameétres, la secondeles écarts-
types estimés des parametres. Dans la troisieme colonne(t de student) figure la valeur
observée de la statistique de test d’hypothéseH, : aj= 0 contre H; : aj# 0. La quatrieme
colonne (Pr(>|t|)) contient laprobabilité critique (ou « p-value ») qui est la probabilité, pour la

statistiquede test sous Ho, de dépasser la valeur estimée. Cette valeur est comparée au seuil a.
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La table de Student donne pour un risque oo = 5% etn—p = 3, t it (0.025 ; 3) = 3,182. Un
effet sera donc significatif au risque de 5% si son ti (en valeur absolue) est supérieur a 3,182.

Le tableau I11-7 nous informe sur la signification des coefficients du modéle obtenu.

Un astérisque est placé a coté des valeurs qui répondent a des tests significatifs.

Tableau I11-7:Importance des coefficients du modeéle

Coefficient valeur Ecart-type | tde Student | p-value
ao 37,2309 0,704534 52,84 <,0001*

a 17,3575 0,826139 21,01 0,0002*

az -14,545 0,826139 -17,61 0,0004*

as -0,8625 0,826139 -1,04 0,3732

ai -3,825 0,826139 -4,63 0,0190*

ais 2,1325 0,826139 2,58 0,0817

as 0,015 0,826139 0,02 0,9867
aiz3 -2,73 0,826139 -3,30 0,0456*

La comparaison du t; de chaque coefficient estimé a la valeur 3.182 (tcm). Ou bien la

comparaison de p-value au seuil o,permet d’éliminer trois coefficients non-significatifs: as,
a3 et ass.

Le nouveau modeéle est :

y (quantité adsorbée) = 37,23 + 17,357X;+ 14,545X;, -3,825X1 X -2,73X1 X2 X3

Effectuons une nouvelle analyse avec un modéle linéaire ne contenant que les coefficients

significatifs (tableau 111-8)

Tableau I111-8:Importance des coefficients du modéle aprés ajustement

Coefficient valeur Ecart-type | tde Student | p-value
ao 37,2309 0,943186 39,47 <,0001*
ap 17,3575 1,105984 15,69 <,0001*
ap -14,545 1,105984 -13,15 <,0001*
ar -3,825 1,105984 -3.46 0,0135*
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a1 2,73 1,105984 247 0,0486*

Les valeurs t; ainsi que les valeurs de p-value répondent toutes a des tests significatifs. Donc

tous les coefficients : ag, a1, az, a1z, a123, sont significatifs.

Le Test de Fisher, qui consiste en I’analyse de la variance, permet lui aussi d’évaluer
I’importance d’un coefficient, si ce dernier est significatif ou non.

Les résultats de I’analyse de la variance obtenus par le logiciel sont regroupés dans le tableau
[11-9.

Tableau 111-9:Analyse de la variance par JMP

Somme des
o Degré de ) Carré )
Source de variations _ ] carrés Fisher
liberté o moyen
(variation)
Modele corrigé de la 4 4321,7204 1069,85 109,3286
moyenne Prob
Résidus 6 58,7136 9,79 F=<,0001*
Total 10 4338,1005

Lors de ce test, I’hypothése Hy est rejetée lorsque la valeur de F obtenue (F=109.3286) est
supérieure a celle déduite de la table de Fisher-Snedecor qui donne F(6,4) = 4,53.

effectivement F> F, et prob F< 0,05, I’hypothese H, est donc rejetée. Cela signifie que les
variations des réponses mesurées sont dues aux variations des facteurs ; ce qui permet de

valider le modeéle.

En ce qui concerne la qualité de I’ajustement des estimations de I’équation de régression, elle
est faite par le biais du coefficient de détermination R? et du coefficient de détermination
ajusté R,2. Ces deux parameétres étant égaux a 0,986 et 0,977, respectivement, qui sont des

valeurs trés proches de 1, nous pouvons déduire que le modele mathématique est satisfaisant.
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Figure 111.14:Graphique des valeurs observees en fonction des valeurs prévues

La figure ci-dessus montre que tous les points sont situés a I’intérieur de I’intervalle de

confiance et se placent presque sur la premiére bissectrice. Ce qui implique que le modéle

mathématique considéré est satisfaisant.

y (quantité adsorbée) = 37,23 + 17,357X 1+ 14,545X, -3,825X 1 X5 -2,73X1 X2 X3

En observant les coefficients du modeéle, nous pouvons constaterque

Le facteur 1, concentration en phenol, influe sur la quantité de phénol adsorbeée, et son
effet est positif car la quantité adsorbée augmente lorsque le facteur 1 passe de son
niveau bas a son niveau haut. Ceci est di a I’effet de solvant ; I’eau est aussi adsorbée,
ce qui génére une compétition entre les molécules d’eau et celles du phénol. En
augmentant la concentration en phénol, cette compétition est réduite et par conséquent
la quantité de phénol adsorbé est plus importante.

Le facteur 2, masse de charbon actif, influe sur la quantité de phénol adsorbée et
possede un effet négatif. En effet, la quantité adsorbée diminue lorsque le facteur 2
passe de son niveau bas a son niveau haut. Ceci est di a la perte d’une partie des sites
d’adsorption (surface spécifique) a cause du phénomene d’agrégation des particules,
observé lorsque la quantité de CA dans la bille augmente.

Le facteur 3,taille des billes,n’a pas d’influence significative, mais combiné avec les

autres facteurs, il le devient, par I’intermédiaire de ces interactions.

Le profil des interactions représenté dans la figure 111-15 illustre I’effet de chaque facteur

pour le niveau haut et bas d’un autre facteur. Si les droites des effets ne sont pas paralléles, il

y a une interaction significative. L’interaction est d’autant plus forte que les pentes des droites

sont différentes.
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Figure 111.15:Profil d’interaction

Les niveaux haut et bas des facteurs sont représentés par les droitesbleue et rouge
respectivement.
En ce qui concerne I’interaction entre la concentration en phénol et la masse de CA, le
diagramme montre que les deux droites présentent deux pentes différentes importantes, donc
I’interaction est significative.
Pour la taille des billes, leur interaction avec la masse de CA ainsi qu’avec la concentration en
phénol est inexistante vue que les deux droites des effets dans les deux cas sont paralléles
comme le montre le diagramme ci-dessus.
Le diagramme permet aussi de visualiser I’effet de chaque facteur sur la quantité adsorbée (y)
au niveau bas et au niveau haut des autres facteurs. Ainsi :
- L’effet de la concentration en phénol est positif et il est plus élevé lorsque la masse de
CA diminue (la pente de la droite rouge est plus accentuée que celle de la droite bleue)
- L’effet de la masse de CA est negatif et il est plus élevée lorsque la concentration en
phénol augmente (la pente de la droite bleue est plus accentuée que celle de la droite

rouge).

b) Optimisation et fonction désirabilité

54



Chapitre3 : RESULTATS ET DISCUSSIONS

La fonction désirabilité (D) permet d’optimiser la réponse elle est définie par :

p
0, Vi < Yimin
D= _YiTYimin <y, < 111-16
- < . . | Yimin Yi Yimax ( - )
Yimax—Yimin
1’ :Vizyimax
\

Les valeurs de cette fonction sont comprises entre 0 et 1. La valeur de O est attribuée

lorsque les facteurs conduisent a une réponse inacceptable et celle de 1 lorsque la réponse

représente la performance maximale désirée pour les facteurs considérés.

Elle permet de trouver les conditions opératoires optimales (figure 111-16).

Q
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X1 X2 X3 Désirabilité

D’apreés le profileur de prévision établi par le logiciel, la quantité adsorbée maximale est égale

475,68 +5,88 mg.g" avec une désirabilité correspondante D = 0,92.
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Ce maximum est obtenu pour les valeurs suivantes :

e Une concentration en phénol de 500 mg.L™. Car en augmentant la concentration en
phénol, la compétition eau-phénol diminue et par consequent, la quantité adsorbée
augmente aussi ;

e Une masse de charbon actif de 1g. Le fait d’élever la masse de CA au sein de la bille,
il y a agrégation des particules et donc perte en surface spécifique ;

e Un diameétre des billes de 5mm. Quoi que la variation de la quantité adsorbée en

fonction du diameétre des billes est tres faible.

Les valeurs de la quantité adsorbee calculée aux sommets du domaine d’étude, sont

représentées sur la figure 111-17.

X2

27,86 75,68
X3
il 33,32R4. 70,22

100 X1 500

Figure 111.17:Valeurs de la quantité adsorbée aux sommets du domaine d’étude

c) Expression du modele en unités réelles

L’expression du modele mathématique aprés ajustement et en unités réelles devient :

y = 37,230 +17,3575(Xl_SOO)-14,545(X2_3) - 3,825(X1_300) (X2_3)
200 2 200 2

_2’73(X1—300) (X22—3) (X3 _ 4)

200

5. Application du plan d’expériences a I’élimination (adsorption+biodégradation) du
phénol par les billes ACCA-bactéries
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Le plan choisi est encore une fois, un plan factoriel complet & deux niveaux 2°. Donc huit

experiences a réaliser plus deux essais au centre. Il s’agit toujours des mémes facteurs :

concentration en phénol, masse de CA et diametre des billes. Mais puisqu’il s’agit de

I’adsorption et de la biodégradation du phénol, la réponse n’est autre que le temps

d’élimination compléte du phénol de la solution ts.

Le tableau 111.10 regroupe les essais planifiés par le plan factoriel complet 2% et la valeur de la

réponse y (ici t¢) pour chague essai.

Tableau I111.10 : Temps final de I’élimination du phénol obtenue pour chaque essai du

plan établi
Coordonnées centrées reduites
Essai n° tr (h)
X1 X2 X3
1 -1 -1 -1 47
2 +1 -1 -1 72
3 -1 +1 -1 23
4 +1 +1 -1 46
5 -1 -1 +1 48
6 +1 -1 +1 76
7 -1 +1 +1 22
8 +1 +1 +1 46
9 0 0 0 51
10 0 0 0 50

La figure 111.18 regroupe les cinétiques d’élimination du phénol par les billes ACCA-bactéries

57



Chapitre3 : RESULTATS ET DISCUSSIONS

essai 1: C,=100 mg.L't , m, =1g,d =3 mm

essai 2: C,=500 mg.L'? , m., =1g,d=3 mm
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essai 7: Cp=100 mg.L"" , mc, = 5g,d =5 mm essai 8: C,= 500 mg.L? , m, = 5g,d =5 mm
120 -I 600 _I
100 - 500
7, 80 - < 400 -
% =
E 60 | 2 300 |
o ~ L
40 - © 200 -
20 - 100 -
0 T T 1 0 T T 1
0 10 20 30 0 20 40 60
t(h) t(h)
essai 9: C; =300 mg.L* , m, =3g,d =4 mm essai 10 : C,= 300 mg.L?, m¢,=3g, d =4 mm
350
350 l
300 300
— 250 . 250 1
é’b 200 T, 200 i
o0
S 150 é 150
L'y o
100 100 - ®e °
50 50 -
0 T T T ‘ 1 O T T . 1
0 20 40 60 0 20 40 60
t(h) t(h)

Figure 111.18 : Cinétiques d’élimination du phénol par les billes ACCA-bactéries

5.1 Analyse classique
Toutes les cinétiques obtenues présentent une diminution rapide de la concentration résiduelle
en phénol jusqu’a atteindre une concentration constante ou un palier est obtenu apres plus ou
moins deux heures de cinétique.Ce palier est observé durant un temps prolongé (quelques
dizaines d’heures) qui varie d’un essai & I’autre. Puis, & nouveau, une diminution de la
concentration en phénol est constatée jusqu’a son élimination de la solution.
Ainsi, toutes les cinétiques présentent trois zones distinctes :

e Une diminution rapide de la concentration en phénol ;

e Un palier prolongeé ou la concentration reste constante ;

e Une chute de la concentration jusqu’a la valeur zéro.
La premiére diminution, qui est trés rapide,ne peut étre duequ’au phénomene d’adsorption
sur lecharbon actif présent dans les billes puisqu’il a été prouvé que I’alginate n’adsorbe pas

le phénol.
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Le palier observé résulte de la saturation des sites d’adsorption et correspond en méme temps
a la phase d’adaptation des bactéries au phénol et dont la durée est proportionnelle a sa
concentration.Alvaro et al., (2000)[36] ont prouvé lors de I’étude de la biodégradation du
phénol par Pseudomonas putida, que la durée de la phase d’adaptation varie linéairement en
fonction de la concentration initiale en phénol quand celle-ci varie entre 5 et 100 mg.L™.
Dapaals et al., (1992)[55],ont trouvé que la phase d’adaptation varie exponentiellement avec
la concentration initiale en phénol lorsque celle-ci est comprise entre 60 et 600 mg.L™.

La biodégradation entre en jeu tardivement mais la chute de la concentration en phénol
jusqu’a son élimination totale de la solution est tres rapide.

Une comparaison entre les billes ACCA et les billes ACCA-bactéries montre que la part du
phénol adsorbée est semblable et cela pour les neuf essais réalisés.

Le tableau Il1.11 comporte la concentration résiduelle en phénol a I’équilibre suite a
I’adsorption sur le charbon actif présent dans les billes ACCA et les billes ACCA-bactéries.

Tableau 111.11 : Comparaison entre la quantité de phénol adsorbée par les billes ACCA
et les billes ACCA-bactéries

C./Co
Essai N° Conditions ([phénol] (mg.L™) ; Billes ACCA Billes ACCA-
Mea (g) 5 d (mm) bactéries
1 100;1;3 0.44 0.48
2 500;1;3 0.70 0.68
3 100;5;3 0.10 0.11
4 500;5;3 0.27 0.27
5 100;1;5 0.51 0.50
6 500;1;5 0.70 0.67
7 100;5;5 0.13 0.12
8 500;5;5 0.29 0.27
9 300;3;4 0.30 0.40
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Les résultats du tableau 111.11 permettent de dire que la surface des sites d’adsorption est

quasiment la méme pour les deux types de billes.

Quant aux facteurs concentration en phénol, masse de charbon actif et taille des billes, les

histogrammes des figures 111.19, 111.20, 111.21 vont permettre de mettre en avant leur influence

sur le temps final d’élimination du phénol de la solution.

me,= 1g; d=3 mm I mc,=5g; d=3 mm
80 - 72 80
70 - 70
60 - 60
47
g 50 A = 50 46
S 40 - 40
30 - 30 23
20 20
10 10
0 T 0 .
100 500 100 500
C(mg.L?) C(mg.L?)
mg,= 1g; d=5 mm m¢,=5g; d=5 mm
80 76 80
70 70
60 60
48
- 50 50 46
: -
T 40 < 40
30 30 22,5
20 20
0 T 0
100 >00 100 500
C(mg.L1) C(mg.L1)

Figure 111.19 : Effet de la concentration initiale en phénol sur le temps de son

élimination par les billes ACCA-bactéries
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Figure 111.20 : Effet de la concentration en charbon actif sur le temps d’élimination du

phénol par les billes ACCA-bactéries

62



Chapitre3 : RESULTATS ET DISCUSSIONS
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Figure 111.21 : Effet du diameétre des billes sur le temps d’élimination du phénol par les

billes ACCA-bactéries

Nous constatons d’apres les figures ci-dessus que :

La concentration en phénol a un effet positif significatif : le temps d’élimination totale
du phénol, tf, augmente considérablement lorsque la concentration en phénol passe du
niveau bas au niveau haut et cela quelque soit la masse de CA et le diamétre des billes
(figure 111-19). En effet, lorsque la concentration est elevée, les bactéries auront plus
de molécules de phénol a dégrader et mettront ainsi plus de temps ;

La masse de charbon actif présente un effet négatif significatif : Le temps t; diminue

considérablement lorsque le facteur masse de CA passe du niveau bas au niveau haut
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dans tous les cas de figure (figure I111-20). En effet, pour une concentration donnée, la
quantité de phénol adsorbée est proportionnelle a la masse de CA utilisée. Par
conséquent, la quantité de phénol en solution (non adsorbée) diminue lorsque la masse
de CA augmente. De ce fait, les bactéries auront moins de molécules de phénol a
dégrader et mettront ainsi moins de temps ;

e Lataille des billes, dans I’intervalle considéré (3-5 mm), n’a pas d’effet significatif sur
I’adsorption et la biodégradation du phénol par les billes ACCA-bactéries. Le temps t;
n’évolue que faiblement lorsque le diametre des billes passe du niveau bas au niveau
haut dans tous les cas considérés (figure 111-21).Arzu et al., (2005)[56] ont considéré
I’effet du transfert de masse interne sur la biodégradation du phénol par Ralstonia
eutrophaimmobilisé dans de I’alginate de calcium, ou des billes de trois diametres
différents ont été réalisées : 2, 3, et 4 mm.Le plus petit diametre (2 mm) a donné le
mailleur taux d’élimination et il a été constaté qu’une augmentation de la taille des
billes résulte en une diminution du taux d’élimination du phénol méme si les taux

observés pour les billes de 3 et 4 mm de diamétre sont trés proches.

Ainsi, nous pouvons dire que la présence des bactéries dans les billes n’affecte pas le
phénomeéne d’adsorption puisque la part adsorbée par les billes ACCA est pratiquement
égale a celle adsorbée par les billes ACCA-bactéries et que les bactéries, elles non plus, ne
sont pas affectées par le charbon actif en poudre car I’élimination totale du phénol est

obtenues dans tous les essais réalisés.

5.2 Analyse statistique

Une analyse statistique rigoureuse des résultats obtenus, par le logiciel JMP, va nous
permettre de Vérifier les déductions faites précédemment en ce qui concerne les effets des
facteurs. De plus elle nous renseigne sur les éventuelles interactions entre les facteurs et

permet aussi une modélisation et une optimisation du systeme étudie.
5.2.1 Modélisation mathématique
Le plan factoriel employé permet d’aboutir a un modele du premierdegré par rapport a chaque

facteur :

y=a, + Z?=1 a; Xi + Z?:l ai]- XlX] + Z?=1 a,-]-mXi X]Xm + ...+ E?=1 ai]'mein Xp (“I'?)
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Le calcul des coefficients a;se fait, comme pour le cas de I’adsorption, par le biais des

formules suivantes :

1
a0 = Y21 Vi = 47.8889 (111-8)
1
a1 = D= X11Y; = 125 (111-9)
1
2= D=1 Xoiyi =-13.25 (-
10)
158
as =2 Xj=1 X3iYi =05 (-
11)
1
a1, =§Z?=1 X1iX2iyi=-075 (-
12)
1y8
ars = ¢ Dj=g X1:X31Y; = 05 (-
13)
1
ax :EZ?ﬂXZngiyi =075 (111-14)
1
8123 = EZ?zl X1:X5:X3;V; =025 (111-15)

Ces résultats nous permettent d’écrire le modele en unités codées donnant le temps de

I’élimination du phénol en fonction des niveaux des trois facteurs.

y (temps d’élimination) = 47.89 + 12.5X;-13.25X,+0.5X3—0.75X1 X,
+0.5X1X3—0.75X,X3—-0.25X 1 X, X3

5.2.2 Analyse par le logiciel de statistique JMP
a) Modélisation et tests statistiques

Comme pour le cas de I’adsorption, le plan d’expériences sélectionné est le plan factoriel
complet. Les résultats obtenus lors de non expériences sont introduites dans le logiciel. Ce
dernier, va calculer les différentes valeurs des coefficients et effectuer des tests statistiques
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qui comparent deux hypothéses Hy et H1. A noter aussi que la limite supérieure du risque de
premiére especea, est encore une fois, prise égale a 0.05.

Les sorties du logiciel donnent le méme tableau que celui obtenu pour le cas de I’adsorption :
c’est a dire un tableau a 8 lignes (8 parameétres) et 4 colonnes. Une premiére colonne pourles
estimations des parametres, une seconde pour les écarts-types estimés des parametres,
unetroisieme colonne regroupe les valeurst de Student (les valeurs observées de la statistique
de test d’hypotheseH, : aj= 0 contre H; : a;# 0). La quatrieme colonne (Pr(>|t|)) contient
laprobabilité critique (ou « p-value ») qui est la probabilité, pour la statistiquede test sous Ho,
de dépasser la valeur estimée. Cette valeur est comparée au seuil a.

Comme il a été mentionné, la table de Student donne pour un risque a = 5% etn—p =3, t it

(0.025 ; 3) = 3,182. Un effet sera donc significatif au risque de 5% si son ti (en valeur

absolue) est supérieur a 3,182,
Le tableau 111-12 nous informe sur la signification des coefficients du modele obtenu.

Un astérisque est placé a coté des valeurs qui répondent a des tests significatifs.

Tableau I11-12:Importance des coefficients du modéle

Coefficient valeur Ecart-type | tde Student | p-value
ao 50.5 0.5 101.00 0.0063*

ap 155 0.612372 25.31 0,0251*

ap -10.25 0.612372 -16.74 0,0380*

as 3.5 0.612372 5.72 0.1103

ai 2.25 0.612372 3.67 0.1692

ais 3.5 0.612372 5.72 0.1103

as 2.25 0.612372 3.67 0.1692
a3 2.75 0.612372 4.49 0.1395

La comparaison du t; de chaque coefficient estimé a la valeur 3.182 (tcm). Ou bien la

comparaison de p-value au seuil a, permet d’éliminer cing coefficients non-significatifs: as,
a1z, 13, A3 €t aj23.

Le nouveau modele est :

y (temps d’élimination) = 50.5 + 15.5X;-10.25X,
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Effectuons une nouvelle analyse avec un modele linéaire ne contenant que les coefficients

significatifs (tableau I11-13)

Tableau 111-13:Importance des coefficients du modéle apreés ajustement

Coefficient valeur Ecart-type | tde Student | p-value
ao 48.307692 0.701594 68.85 <,0001*
ap 12.759615 0.797372 16.00 <,0001*
ap -12.99038 0.797372 -16.29 <,0001*

Les valeurs t; ainsi que les valeurs de p-value répondent toutes a des tests significatifs. Donc

seulement les coefficients : ao, a;et a,, sont significatifs.

Le Test de Fisher, qui consiste en I’analyse de la variance, permet lui aussi d’évaluer
I’importance d’un coefficient, si ce dernier est significatif ou non. (tableau I11-13).

Les résultats de I’analyse de la variance obtenus par le logiciel sont regroupés dans le tableau
11-14.

Tableau I11-14:Analyse de la variance par JMP

) Somme des )
o Degreé de ) Carré )
Source de variations _ ) carrés Fisher
liberté o moyen
(variation)
Modéle corrigé de la 2 2652.4038 1326.20 | 310.8753
moyenne Prob>F
Résidus 6 25.5962 4.27 <,0001*
Total 8 2678.0000

Lors de ce test, I’hypothése Hy est rejetée lorsque la valeur de F obtenue (F=310.8753) est
supérieure a celle déduite de la table de Fisher-Snedecor qui donne F(6,2) =5.14.

effectivement F> F, et prob F< 0,05, I’hypothese H, est donc rejetée. Cela signifie que les
variations des réponses mesurées sont dues aux variations des facteurs ; ce qui permet de

valider le modeéle.
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En ce qui concerne la qualite de I’ajustement des estimations de I’équation de régression, elle
est faite par le biais du coefficient de détermination R2 et du coefficient de détermination
ajusté R,2. Ces deux parametres étant égaux a 0,990442 et 0,987256, respectivement, qui sont
des valeurs tres proches de 1, nous pouvons déduire que le modéle mathématique est

satisfaisant.

Afin d’examiner la qualité du modele et des observations (y mesurés), il est évident de
tracerles valeurs mesurées en fonction des valeurs calculées. Comme il existe une incertitude

dans lesestimations, un intervalle de confiance de la droite est trace (a 95%).(figure 111-22)
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Figure 111.22:Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prévues
La figure ci-dessus montre que tous les points sont situés a I’intérieur de I’intervalle de
confiance et se placent presque sur la premiere bissectrice. Ce qui implique que le modele
mathématique considéré est satisfaisant.
y (temps d’élimination) = 48.31 + 12.76X1-12.99X,

En observant les coefficients du modéle, nous pouvons constaterque
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e Le facteur 1, concentration en phénol, influe sur le temps d’élimination du phénol, et
son effet est positif car le temps t; augmente lorsque le facteur 1 passe de son niveau
bas a son niveau haut.Plus il y a de substrat (phénol) plus grand sera le temps que
mettentles bactéries a le dégrader. Le phénomene d’inhibition aux fortes
concentrations en phénol n’est pas observé grace a la technique d’immobilisation dont
un de ses avantages est justement de pallier aux phénomenes d’inhibition par exces de
substrat.

e Le facteur 2, masse de charbon actif, influe sur le temps d’élimination du phénol et
possede un effet négatif :Le temps tzdiminue lorsque le facteur 2 passe de son niveau
bas a son niveau haut. En effet,pour une concentration en phénol donnee, la quantité
de phénol en solution (non adsorbée) est inversement proportionnelle a la quantité de
charbon actif employée. Donc la quantité de phénol & éliminer est plus importante
lorsque la masse de CA utilisée est petite et nécessitera un temps de biodégradation
plus long.

e Le facteur 3taille des billes,n’a pas d’influence significative sur le temps

d’élimination du phénol.

Le profil des interactions représenté dans la figure 111-23 illustre I’effet de chaque facteur
pour les niveaux haut et bas d’un autre facteur. Si les droites des effets ne sont pas paralleles,
il y a une interaction significative. L’interaction est d’autant plus forte que les pentes des

droites sont différentes.
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Figure 111.23:Profil d’interaction

Les niveaux haut et bas des facteurs sont représentés par les droites bleue et rouge

respectivement.
Le diagramme permet de visualiser I’effet de chaque facteur sur le temps d’élimination (y) au
niveau bas et au niveau haut des autres facteurs. Ainsi :

- L’effet de la concentration en phénol est positif. y augmente lorsque le facteur 1 passe

du niveau bas au niveau haut.
- L’effet de la masse de CA est négatif. y diminue lorsque le facteur 2 passe du niveau

bas au niveau haut.

Pour ce qui est des interactions, le diagramme ne présente que des droites paralléles, ce qui

signifie gu’il ny a pas d’interactions entre les facteurs.

b) Optimisation et fonction désirabilité
La fonction désirabilité (D) permet d’optimiser la réponse elle est definie par :

i

0, Yi = Yimin
D= Yi—YVimin < < I11-16
- < ] . | Yimin Vi Yimax ( - )
Yimax—Yimin
1’ Yi = Yimax

\

Les valeurs de cette fonction sont comprises entre 0 et 1. La valeur de O est attribuee
lorsque les facteurs conduisent a une réponse inacceptable et celle de 1 lorsque la réponse
représente la performance maximale désirée pour les facteurs considérés.

Elle permet de trouver les conditions opératoires optimales (figure 111-24).
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Figure 111.24:Profileur de prévision

D’apres le profileur de prévision établi par le logiciel, le temps d’élimination minimal est égal
a 22.56 * 3.05h avec une désirabilité correspondante D = 0,94.
Ce minimum est obtenu pour les valeurs suivantes :
e Une concentration en phénol de 100 mg.L™. Car en augmentant la concentration en
phenol, les bactéries mettent plus de temps a le dégrader ;
e Une masse de charbon actif de 5g. le fait d’élever la masse de CA immobilisé, il y a
plus de phénol adsorbé sur le CA et de ce fait moins de phénol a dégrader (en

solution);

Les valeurs de la quantité adsorbée calculée aux sommets du domaine d’étude, sont

représentées sur la figure 111-25.
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X2

27,86 75,68
X3
- 33.32k4 [ 70,22

100 X1 500

Figure 111.25:Valeurs de la quantité adsorbée aux sommets du domaine d’étude

c) Expression du modele en unités réelles

L’expression du modéle mathématique aprés ajustement et en unités réelles devient :

y = 48.31 +12.76(w)—12.99(ﬁ)
200 2
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CONCLUSION GENERALE

L’ objectif de ce travail est d’étudier I’élimination simultanée du phenol par adsorption et
biodégradation en utilisant un support combiné constitué de billes ACCA-bactéries.

Les billes ACCA-bactéries ont été obtenues par inclusion du charbon actif en poudre et des
bactéries dans le gel d’alginate de sodium et cela par la technique d’extrusion.
L’immobilisation du charbon actif en poudre n’améliore pas I’adsorption mais elle permet de
pallier au probleme de sa dispersion et de faciliter ainsi sa récupération.

L’ immobilisation des bactéries permet de maintenir une concentration élevée en biomasse

cellulaire,de limiter les inhibitions et les contaminations rencontrées lors de la fermentation.

Dans un premier temps, nous avons étudié I’adsorption du phénol par les billes ACCA en
étudiant I’influence des facteurs concentration en phénol, concentration de charbon actif et le
diametre des billes sur la capacité d’adsorption du phénol et cela par la méthode intuitive et la
méthode des plans d’expériences qui apporte beaucoup d’avantages

Ensuite, nous avons étudié par la méthode des plans d’expériences I’influence des mémes
facteurs sur I’élimination du phénol par adsorption et biodégradation par les billes combinées
ACCA-bactéries.

Le procéde d’adsorption du phénol par les billes ACCA ne permet pas son élimination totale,
et les meilleurs rendements sont obtenus lorsque le charbon actif est employé en quantité
importante (5g), ce qui rend le procédé couteux. Le couplage adsorption-biodégradation, au
moyen de billes ACCA-bactéries, permet de réunir les avantages des deux techniques, a
savoirla rapidité du phénoméne d’adsorption qui permet une diminution considérable de la
concentration en phénol et I’efficacité des bactéries a dégrader completement le phénol. Lors
de certaines manipulations, nous sommes parvenus a une élimination totale du phénol en un

temps trés intéressant (22 h).

Les résultats du plan d’expérience ont permis de déterminer les effets des facteurs considéres
sur la réponse ainsi que leurs éventuelles interactions. Concernant les billes ACCA, les effets
principaux des facteurs sur la capacité d’adsorption sont les suivants : la concentration initiale
en phénolprésente un effet positif significatif, la masse de charbon actif a un effet

négatifsignificatif. Quant a la taille des billes, elle ne présente aucun effet notoire. Ces
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mémes effets ont été constatés sur le temps d’élimination du phénol par les billes ACCA-
bacteéries.

Concernant I’interaction entre les facteurs, les résultats montrent que pour le procédé
d’adsorption par les billes ACCA, il y a une interaction significative entre la concentration en
phénol et la masse de CA. La taille des billes ne présente aucune interaction avec aucun des
deux autres facteurs. Pour ce qui est de I’adsorption/biodégradation du phénol par les billes
ACCA-bactéries, le plan d’expériences n’a montré aucune interaction entre les facteurs

considérés.

Le plan d’expériences nous a permis de modéliser les résultats obtenus. Ainsi :

¢ |e modéle obtenu pour I’adsorption du phénol par les billes ACCA est le suivant :

y = 37,230 +17,3575(X1_3°°)-14,545(X2_3) - 3,825(X1_300) (X2_3)
200 2 200 2

_2’73()(1—300) (X2—3) (X, — 4)

200 2

y étant la quantité adsorbée.

e le modele obtenu pour I’adsorption/biodégradation du phénol par les billes ACCA-

bactéries est comme suit :

y = 48.31 +12.76(X1_300) - 12.99(X2'3)
200 2

y étant le temps de biodégradation totale.

Le plan d’expériences a fait ressortir un optimum pour les deux procédes :
e pour I’adsorption du phénol par les billes ACCA, les conditions optimales sont :
— Une concentration en phénol de 500 mg.L™?;
— Une masse de charbon actif de 19 ;

— Un diamétre des billes de 5mm.

e Pour [I’adsorption/biodégradation du phénol par les billes ACCA-bactéries, les
conditions optimales sont :
—  Une concentration en phénol de 100 mg.L™ ;

— Une masse de charbon actif de 5g.
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Dans la perspective de compléter et d’enrichir cette étude, il serait intéressant de prévoir :

Une étude en systeme continu ;

Application d’un plan d’expériences autre que le plan factoriel complet qui peut
apporter d’autres informations ;

Améliorer le procédé d’élaboration des billes d’alginate de calcium pour assurer un

gain de temps considérable.
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Annexes

Annexe 1 : matériel et appareils utilisés

Autoclave de marque CERTOCLAV

Etuve de marque MEMMERT

Spectrophotometre UV/visible de marque SHIMADZU
pH-métre de marque HANNA

Centrifugeuse de marque HATTICK

Plaque chauffante munie d’un agitateur de marque STUART

Incubateur de marque HEIDOLPH INCUBATOR 1000 / HEIDOLPH UNIMAX 1010

Balance de précision de marque KERN
Bec bunsen

Micro filtres 0.45 um

Erlenmeyers de 1L

Verrerie courante de laboratoire
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Annexe 2 : courbe d’étalonnage de la concentration en phénol

DO a510 nm

0,5
0,45
0,4
0,35
03
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

y =0,1156x
R?=0,9992

[phénol] (mg/L)
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