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Introduction

ntroduction Generale

Au cours des derniéres décennies, la pollution chimique de I’environnement
n’a cessé d’augmenter avec la croissance de I’industrialisation et de I’urbanisation. De
nombreux polluants risquent ainsi de s‘accumuler dans le milieu naturel. Parmi les
polluants organiques majeurs de I’environnement, le phénol et ses dérivés chlores,
largement utilisés dans une variété de procédés industriels tels que les raffineries de
pétrole, les usines chimiques, les industries pharmaceutiques et industries des matiéres

plastiques, sont des composés ubiquistes.

Ces polluants sont facilement absorbés par les animaux et les humains par la
peau et les organes, principalement les poumons, le foie et les reins. Ils sont
susceptibles d’engendrer des effets mutagenes vis-a-vis de la faune et de la flore. Par
ailleurs, ils sont bien connus comme précurseurs de dioxine [1].

Ils ont été inscrits en 1976 dans la liste des polluants prioritaires, établie par I’agence
pour la protection de I’environnement des Etats-Unis (Environnemental Protection
Agency, EPA).

La législation Algérienne a établi une concentration limite maximale des phénols de
0.5 mg/l pour les rejets industriels (décret exécutif N° 93-160 du 10 juillet 1993) [2].

Les traitements des eaux usées qui contiennent du phénol utilisent
géneralement des techniques physico-chimiques pouvant engendrer la formation de
sous-produits toxiques et qui ne font que transférer la pollution d’un milieu vers un
autre en la concentrant [3]. Les traitements biologiques d’élimination de ce type de
polluants prennent de plus en plus de place surtout qu’ils ne sont pas codteux, et ils
permettent une minéralisation totale des composés phénoliques.

Actuellement il est bien admis que ces méthodes biologiques de dépollution
représentent une alternative efficace a des colts réduits pour I’élimination des

composes organiques toxiques [4].

Le phénol et ses dérivés ont des effets toxiques qui limitent le traitement

biologique parce qu'ils peuvent étre inhibiteurs de croissance méme des especes qui
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Introduction

ont les possibilités métaboliques de les utiliser comme substrat pour la croissance
[4,5].

Les bactéries sont des étres vivants microscopiques qui se trouvent dans tout
I’environnement (le sol, I’air et I’eau). Leur forte activité métabolique et leur
multiplication rapide, leur conferent de I’importance dans le domaine de I’épuration
des eaux résiduaires [4]. Les bactéries les plus couramment utilisées sont
habituellement aérobies, car elles sont plus aptes a dégrader les composés toxiques

ainsi qu’a minéraliser complétement la matiere organique.

L utilisation des cellules libres dans les traitements biologiques du phénol a
posé certains problémes tels quele maintient de la concentration cellulaire,
I’élimination des boues cellulaires, le tassement et la sédimentation des boues, le
recyclage des boues...etc. D’ou I’intérét de mettre au point des procédés biologiques
évitant ces inconvénients. Les techniques d’immobilisation des bactéries ont montré
une grande efficacité, comparativement a la technique des cellules libres, évitant ainsi
I’accumulation des boues tout en offrant la possibilité de réutiliser les bactéries fixées
[6].

Le présent travail consiste en I’étude de I’élimination du phénol en milieu
aqueux par une biodégradation par des bactéries immobilisées dans I’alginate de
calcium en mode batch. Pour cela, les cellules bactériennes de Pseudomonas
aeruginosa seront immobilisées par inclusion dans I’alginate de calcium formant ainsi
des billes.

Des suivis de cinétique de dégradation du phénol seront meneés, en faisant
varier certains paramétres comme la concentration initiale du substrat et la taille des
billes. Des essais de réutilisation des bactéries encapsulées seront étudiés en vue de

tester la viabilité de la bactérie apres recyclage.
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CHAPITRE I Généralités sur les rejets phénolés

|
Généralités sur les rejets phénoles.

I-1-Définition du phénol :

Le phénol, découvert en 1839, est un alcool aromatique de formule brute CgHgO. Il est
libéré dans I'environnement comme sous-produit par divers secteurs industriels.

A 20 °C, le phénol pur est un solide qui se présente sous forme d’une masse, cristalline
ou d’aiguilles incolores, hygroscopique, et d’odeur particuliére. Son point de fusion est de
I’ordre de 41°C.

Le phenol est trés soluble dans I’eau (83,5 g/l a 20 °C); il est également soluble dans les

solvants usuels (I’éthanol et I’oxyde d’éthyléne); il s’évapore a une température de 182°C [7].

I-2-Principe de fabrication :

Il existe plusieurs méthodes de production du phénol, mais seules deux d'entre elles
sont mises en ceuvre industriellement.

1-La méthode de Hock : qui comporte trois phases :
Alkylation du benzéne + propene —» l'isopropylbenzene (cumene).

Oxydation Séparation
Cumene  —— » tert-hydroperoxyde —————» phénol + acétone.

2-La méthode ""Dow"" : qui consiste a oxyder le toluene pour former de I'oxyde benzoique puis a
procéder a une décarboxylation oxydante permettant d'obtenir du phénol [7].

En outre, on peut obtenir du phénol a partir de fractions de distillation de goudron de
houille [8].

I-3-Utilisations :

Le phénol est utilisé principalement comme intermédiaire dans la synthese organique. I
constitue la matiere premiére pour la production des résines phénoliques, il est egalement utilisé
dans différentes industries [9,11] :

-Raffinage de pétrole,

-Industries des matiéres plastiques (fabrication du nylon..) ;

-Industries des fibres synthétiques.

-Industrie pharmaceutique (produits de beauté et préparations médicales).

-Fabrication de détergents, pesticides, colorants, additifs pour huiles etc....
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CHAPITRE I Généralités sur les rejets phénolés

I-4- Comportement dans I’environnement :

-Milieu aquatique : Le phénol est plus lourd que I’eau et tend a se déposer. Au dessus de
68,4°C, il devient complétement miscible a I’eau [12].

-Atmospheére : Le phénol s’oxyde a I’air, et son processus d’oxydation est accéléré par la
lumiére ou par des impuretés a effet catalytique.

-Sols : Dans le sol, le phénol subit une dégradation microbienne aérobie ou anaérobie de sorte
que I’effet d’accumulation reste limité. D’apres les différentes valeurs trouvées du coefficient de
sorption dans le sol (Koc), le phénol serait mobile a moyennement mobile dans les sols [13].
-Dégradation, produits de décomposition : La biodégradation des phénols simples est en
général tres bonne, de sorte qu’une accumulation dans la flore ou la faune est peu probable.

En revanche, la biodégradabilité des phénols synthétiques est plus faible, car nombre d’entre eux
ont une action bactéricide.

-Chaine alimentaire: L’accumulation dans les produits alimentaires est limitée. Les personnes a
risques sont les fumeurs, car la fumée de cigarette contient des phénols. La présence de phénol
dans la nappe phréatique a pour effet de polluer I’eau potable et ceci par sa combinaison avec des
teneurs méme extrémement faibles en chlore dans I’eau qui implique I’apparition des
chlorophénols qui provoquent des odeurs et des godts désagréables. Pour ce qui est du phénol
pur, une réduction de la teneur a 1 pg/l est suffisante pour étre a I’abri des godts. Quant au
chlorophénol on peut déceler des traces de godt avec une teneur de 0,01 & 0,1 pg/l. Le seuil de
détection organoleptique des chlorophénols étant largement inférieur aux valeurs dangereuses

pour la santé, I’élimination de ces substances se fait jusqu’a les rendre indétectables au godt [14].

I-5-La toxicité du phénol.
Le phénol est un produit caustique dangereux, il exerce une action genérale sur des

différents organismes vivants (hommes et animaux).

I-5-1-Etude chez I’homme :

Le phénol est rapidement absorbé par toutes les voies d’exposition. Le foie, les
poumons et la muqueuse gastro-intestinale sont les principaux sites de métabolisation du phénol.
Ceux-ci dépendent de la voie d’exposition. Le phénol est essentiellement éliminé par voie

urinaire.
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CHAPITRE I Généralités sur les rejets phénolés

A-Toxicité aigué :
*Par voie cutanée :

La gravité de I’intoxication cutanée est fonction du temps de contact, de I’étendue de
la zone exposée, de la concentration et de la successibilité individuelle au sujet. Les symptomes
apparaissent tres rapidement: maux de téte, faiblesse musculaire, trouble de la vision, respiration
rapide et irréguliere.

Les effets locaux rapportés sont des érythemes ou des dépigmentations cutanées et, dans
les cas les plus sévéeres, des lésions corrosions pouvant méme atteindre le stade de nécrose
[11,15].

*Par I’ingestion accidentelle :

En plus de I’effet toxique sur le tube digestif, on observe des troubles neurologiques,

cardio-vasculaires et une cytolyse hépatique [15].

B- Toxicité chronique :

Plusieurs études réalisées en milieu professionnel rapportent des cas d’intoxication
chronique qui se caractérisent par des troubles digestifs (vomissements, difficulté a avaler,
ptyalisme, diarrhées), des troubles nerveux (vertiges, maux de téte) et des troubles cutanés
(érythemes, eczémas). Ces symptdmes sont connus sous le nom de marasme phénique. Dans le

cas sévere, on note une atteinte hépatique et rénale [11,15].

I-5-2-Etude chez I’animal :

Le phénol est toxique (réduit I'activité enzymatique) ou mortel pour les poissons méme
a des concentrations trés basses, par exemple, 5 a 25 mg [16,17].

Parmi les effets sensibles observés chez les animaux de laboratoire, il y a les
transformations histo-pathologiques du foie et du thymus, la réduction du nombre de certaines
cellules du sang, la suppression de la réaction immunitaire et des effets sur le systeme nerveux.

Aucune DLso (dose létale) n’a été publiée [11].
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CHAPITRE I Généralités sur les rejets phénolés

I-6-Les procédés de traitement des rejets phénoliques :

Les procédés de traitement des rejets d’eaux phénoliques se repartissent en deux
grandes catégories.
La premiere catégorie vise la récupération des phénols par des méthodes d’extraction et
d’évaporation. En effet, si le volume d’eau rejeté par jour est élevé et si les conditions techniques
sont présentes, la récupération du phénol s’avére étre la meilleure solution.
Par contre, la deuxieme catégorie permet leur élimination. Ainsi, pour les petites exploitations
ou le volume n’atteint que quelques metres cubes par jour, la récupération n’est pas rentable.
L’ elimination des composés phénoliques peut se faire par le biais de procédes physico-chimiques
ou biologiques. Cependant les techniques physico-chimiques s’avérent assez colteuses

comparées aux méthodes biologiques.

I-6-1-Les procédés physico-chimiques :
A- Traitement par I’ozone:

L’ozone présente une action directe sous sa forme moléculaire qui oxyde, par cyclo-
addition. La décomposition de I’0zone entraine la formation de radicaux libres qui lui conférent
une action oxydante trés puissante [18].

Plusieurs auteurs ont montré que I’ozone peut induire I’oxydation des composés
phénoliques et les produits d’ozonation de ces derniers sont plus biodégradables que les
composes a I’état initial [19,20].

B-Traitement par les radiations U.V :

Une partie de I’action globale de ce traitement consiste en I’activation du composé
oxydé au moyen des photons introduits dans le milieu. Gurol et Vatistas [21], ont montré que les
rayons U.V, donnent a I’eau, en présence d’oxygene, des réactions radicalaires en chaine
produisant des radicaux tels que OH’et O,H’ (hydroxyde et hydro peroxyde).

C-Traitement par I’ozone et U.V :

Il a été observé par plusieurs auteurs que I’association ozone-UV est plus performante
pour I’élimination des composés phénoliques que I’ozone seul.
D-Traitement par le peroxyde d’hydrogene :

Le peroxyde d’hydrogene est un composé a fort pouvoir oxydant; il est utilisé pour
traiter différents types d’eaux résiduaires industrielles et urbaines. Son emploi est
particulierement intéressant, car il agit comme décolorant, désodorisant et désinfectant [2].
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E-Traitement par adsorption sur charbon actif :

Suivant sa nature, sa structure ainsi que sa surface spécifique, le charbon actif posséde
une bonne capacité d’adsorber les composés organiques ou inorganiques. Son utilisation en
traitement des eaux, est large du fait que sa fabrication ne colte pas chére et il peut étre régénéré

facilement.

I-6-2-Les procédés biologiques :

La nocivité d’un produit toxique pour I’environnement dépend largement de sa durée
de vie. La plupart des polluants sont instables: I’action combinée des micro-organismes et de
facteurs physico-chimiques provoquent la décomposition de ces produits en substances non
polluantes.

Plusieurs microorganismes appartenant a diverses especes ont prouvé leur capacité a
utiliser le phénol comme source de carbone et d’énergie pour le maintien de leur métabolisme de
base et le transformer en substance non toxique suite a un ensemble de réactions catalysées par

des enzymes.

I-6-3-Normes de rejet du phénol :

Les normes ameéricaines accordent une concentration limite des composés phénoliques
dans I’eau de 1pug /I [22].

Tandis que la réglementation Francaise prévoit que les phénols ne doivent pas étre
détectables organoleptiquement apreés ajout de 2 mg/I de chlore [23].
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CHAPITRE II La biodégradation du phénol

La biodégradation du phénol.

I1-1-La biodégradation du phénol.

Plusieurs micro-organismes appartenant a diverses especes ont montré leur capacité a
utiliser le phénol comme source de carbone et d’énergie, par transformation en substances non
toxiques suite a un ensemble de réactions catalysées par des enzymes de nature inductible. Il
s’agit le plus souvent d’une mono-oxygénase fonctionnant comme hydroxylase. Cette enzyme
fonctionne avec I’oxygene de I’air et une source d’électrons (ici NADH). L’un des atomes
d’oxygéne O, est incorporé dans le substrat, I’autre se trouve dans une molécule d’eau pour
donner le 1,2 dihydroxy-benzene ou le catéchol, celui-ci est éventuellement métabolisé en
succinate plus I’acétate en (C4+Cy,) [24].

La biodégradation des composés phénoliques est maitrisée dans les épurations
biologiques aérobies, & condition qu’il n’y ait pas coprésence d’agents inhibiteurs tels que les S*,
a de trop fortes concentrations [25].

Le processus aérobie peut se poursuivre jusqu'a minéralisation compléte du substrat
biodégradable et conduit alors & des métabolites constituants de la matiére organique (C, H, N, P,
S), dioxyde de carbone (CO,), eau (H,0), eau carbonatée (COs*), bicarbonates (HCO), nitrates
(NOs), phosphates (PO,%), sulfates figure n°(11.1) [26 , 27] .

Les noyaux aromatiques et les composés cycliques sont d’une facon générale
accessibles aux attaques bactériennes: Pseudomonas, Vibrions, Achromobatereae et
Mycobacterium, qui constituent des artisans fréquents de cette dégradation. Le phénol est oxydé
également et conduit au catéchol, ce produit est lui-méme repris et transformé en acide
muconique par des Pseudomonas et des Vibrions. Notamment P. aeruginosa est capable

d’oxyder rapidement le catéchol [28].

ENP 2006 8



CHAPITRE II La biodégradation du phénol

NADH, H* NAD*

COOH
COOH
Hydroxylase
Phénol Catéchol Ortho-quinone Acide Muconique

02 H,0

Cin - COOH

» CH;COOH » CO; +H0
L CH,-COOH
Acide Succinique Acide Acétique

Figure n° (11.1) : Mécanisme de la biodégradation aérobie des phénols [25].

La biodégradation du phénol dans des conditions anaérobies a été étudiée par plusieurs
auteurs. Cependant le procédé aérobie a été considéré le plus efficace avec sa facilité
d’application [29,30]. De plus, les méthodes de culture anaérobies nécessitent une longue phase

d’adaptation contrairement aux conditions aérobies [31].

11-2-Utilisation de Pseudomonas dans la dégradation des composés phénoliques :

*Famille des Pseudomonaceae qui comprend plus de 140 espéces (Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens, Burkholderia cepaciee, Pseudomonas putida....).Bacille a gram
négatif, aérobie strict, mobile, et incapable de fermenter les sucres, largement présent dans
I’environnement (eau, sol, végétaux).

*On les rencontre dans I’environnement hospitalier a des fréquences variables selon les lieux. lls
sont souvent la cause dans les petites épidémies d’infection nosocomiales [32].

Certaines espéces ont un pouvoir pathogene ou de caracteres particuliers. Les Pseudomonas

sont réputées étre assez résistantes aux antibiotiques selon les espéces.

11-2-1-La souche sélectionnée : Pseudomonas aeruginosa.
Bactrium aeruginosium decrit par Shroter en 1872 et Migula en 1900 cités par Todar
[34], est plus communément appelé le bacille pyocyanique. Cette bactérie vit a [|’état

saprophytique dans I’eau (eau douce ou eau de mer), le sol humide, et sur les végétaux.
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CHAPITRE II La biodégradation du phénol

Pseudomonas aeruginosa, bacille court a gram négatif mesurant 0,5 a 0,8 um, est un
biotype d’une souche pathogene opportuniste de I’hnomme [33].

Elle se développe facilement sur un milieu ordinaire & pH optimal 6.6 & 7 et a une
température variant de 10 a 40°C [34].

11-2-1-1-Mode de développement :

Pseudomonas aeruginosa dans la nature peut se développer [35] soit :
* dans un biofilm attaché a une certaine surface ou substrat.
* en une forme planctonique, comme cellule libre nuageuse activement mobile au moyen de
flagelles.
* en commensale dans le tube digestif de I’lhomme.

* au sein des organismes immunodéprimés dans les poumons des personnes.

11-2-1-2-Caractéres bactériologiques :

Pseudomonas aeruginosa n’est pas particulierement distinctive comme un
Pseudomonad. Il a quelques caractéristiques qui sont remarquables, et qui ont une relation avec
ses pathogenéses [33, 36,37].

- bacille gram négatif ;

- trés mobile grace a des flagelles polaires (déplacement en ligne droite) ;

- aerobie strict ;

- réduction des nitrates en nitrites ;

- résiste peu a la dessication ;

- les facteurs de croissance organigues ne sont pas exigés ;

- peut utiliser plus de 30 composés organiques pour la croissance; elle peut se développer dans
I’eau distillée.

- est naturellement résistante a beaucoup d'antibiotiques

Tableau n° (11.1) : Facteur de diagnostic de Pseudomonas aeruginosa [29].

Colonies bleu+vert dans | Fluorescence sous une lampe Arbme fruité
I’agar chaud uv
Reflet métallique des Pyocyanine (pigment bleu) | Pyoverdine (pigment vert)
colonies non fluorescent. Fluorescent.
Oxydase (+) Lactose (-) /
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11-2-1-3-1solement de Pseudomonas aeruginosa :

Cette bactérie en général peut étre isolée du sol et de I’eau, des surfaces des plantes et
des animaux. Il existe quelques milieux spécifiques pour certains genres, en particulier pour
Pseudomonas, il s’agit dans ce cas de milieux dérivés du milieu King A. La gélose CFC (ou
milieu de Mead et Adams), est un milieu sélectif pour les Pseudomonas en général, pigmentés ou
non [36].
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CHAPITRE 111 Technologie des cellules immobilisées

i
Technologie des cellules immobilisees.

I11-1-Définition de I’'immobilisation :

L’immobilisation des micro-organismes est une technique qui permet de les protéger et
de leur conférer une grande viabilité. Cette technique est intéressante pour la conservation des
souches mais aussi pour la mise en ceuvre de procédés continus de bioconversion et de traitement
biologique des effluents [38,39].

Les techniques d'immobilisation de cellules imitent ce qui se passe dans la nature, ou
les cellules des micro-organismes croissent presque toujours dans un biofilm.

Le biofilm est I’assemblage des cellules et des polymeéres attachés. C’est une surface
d’accumulation qui n’est pas uniforme dans le temps ou dans I’espace, de structure adsorbante et
poreuse. De cet assemblage résulte un dépdt constitué de matériaux adsorbés et piégés telles que
des particules inorganiques dans une matrice biotique [40].

Le réle écologique et économique du biofilm est donc considérable aussi bien par ses
effets positifs (épuration), que par ses effets négatifs (biocorrosion, lésions des tissus ....)[41,
42].

I11-2-Applications :

La premiere application des microcapsules a été proposeée par Chang en 1964. La
méthode est basée sur la polymérisation de la diamine en solution avec un acide organique dans
une émulsion [43].

L application de la micro encapsulation dans la biotechnologie n’est plus a démontrer,
pour ne citer que le domaine médical (organe artificiel), pharmaceutique (vaccin), et cosmétique.
Cependant, elle reste seulement bénéfique dans le domaine agronomique, sciences de

I’alimentation (la fermentation alimentaire) et le biotraitement environnemental [44].
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CHAPITRE 111 Technologie des cellules immobilisées
Cellules immobilisées vivantes
Attachées a la surface Inclusion dans Immobilisation
Des matrices poreuses Derriere une barriére Floculation
Adsorption Adsorption Inclusion Support Agrégation Agrégation
naturelle . !n_duite dans gel préformé naturelle . @n_duite
artificiellement artificiellement
Figure n° (111.1): Classification des systemes d’immobilisation [45]
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CHAPITRE 111 Technologie des cellules immobilisées

111-3-Choix du support :

De nombreuses éetudes ont éte réalisées afin de déterminer le meilleur support pour
I’adhésion des micro-organismes. Bien que le choix semble directement lié a la nature de
I’effluent a traiter [46], il est nécessaire d'utiliser un support ne présentant aucune toxicité ; le
microorganisme pourra alors étre inclus dans un polymeére naturel tel que les alginates.

Le support doit montrer des propriétés physiques et chimiques favorisant
I’immobilisation et doit étre choisi selon les propriétés cellulaires qui dépendent de I’adhésion,

de I’alimentation en substrat nutritif et de I’activité cellulaire [47,48].

I11-4-Immobilisation de cellules par inclusion:

L’inclusion de cellules se fait dans une matrice poreuse qui est un gel de polymere,
L’ensemble forme ainsi un biocatalyseur. Ce biocatalyseur est souvent obtenu par dispersion
d’une solution de polysaccharide et/ou les cellules, ensuite par solidification (gélification) de
cette solution, la dispersion peut étre réalisée par extrusion ou par émulsification [49-51].

Parmi les polymeéres d’inclusion possibles, on peut citer les alginates, polysaccharides
extraits des algues brunes qui sont utilisés pour leurs propriétés épaississantes et gélifiantes dans
divers domaines (agro-alimentaire, textile, papeterie et pharmaceutique) [52,53].

La gelification par diffusion des alginates dans des bains de sels de calcium est utilisée
industriellement pour la formation de petites structures comme des capsules, membranes et

billes. Les billes sont notamment utilisées pour I’immobilisation de cellules et d’enzymes [54].

Tableau n® (I11. 1): Systemes des billes pour la culture de cellules [55]

Systemes de billes Types d’immobilisation Références
Agarose Immobilisation dans la Nilsson et Coll.
matrice (1983)
Alginate Immobilisation dans la Familletti et
matrice Fredericks (1988)
Micro supports Immobilisation sur la Miller et Coll.
diamétre : 130-250um surface (1989)
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I11-5-Les avantages et les inconvénients de la technique d’immobilisation :
La technologie des cellules immobilisées, comparativement aux systémes a cellules

libres comporte de nombreux avantages, mais aussi des inconvénients.

I111-5-1-Les avantages :

*Le procedé d’immobilisation des cellules dans un réacteur permet de les réutiliser aussi
longtemps qu’elles conservent leur activité [49] ;

*L’immobilisation de cellules permet le maintien d’une grande densité de biomasse qui
peut atteindre 10° cellules/ml [50];

*De plus une augmentation de la productivité a été systématiqguement observée dans les
systéemes a haute densité cellulaire [56];

*L’immobilisation de cellules facilite la mise en ceuvre en continu de procédés de

fermentations ou de cultures cellulaires [57].

I11-5-2-Les inconvénients:

Quelques désavantages peuvent limiter leur utilisation :

*Un premier probléme crucial pour de nombreux procédés est celui de la stérilité des
réacteurs, a cellules libres ou immobilisées, pendant des périodes prolongées de fonctionnement.

*Le comptage direct des cellules vivantes et mortes devient impossible provoquant une
culture hétérogéne de populations de cellules, caractérisées par différents états physiologiques
[56];

*L’utilisation de supports solides pour I’immobilisation de cellules introduit de
nouvelles résistances dans le transfert des nutriments et des produits. Ce probléeme est
particulierement aigu avec les procédés aérobies pour lesquels la diffusion de I’oxygene devient
rapidement limitante avec pour conséquence des chutes parfois considérables de productivité et
de rendement [58];

*Les cellules peuvent se séparer du support (le phénomene de relargage) ;

*Stabilité mécanique et chimique de certains supports peut étre insuffisante
(cisaillement, dissolution, décomposition par le produit) ;

*Limitation de la diffusion peut restreindre la bioconversion ;

*Cette technique peut étre trop chére pour une utilisation a grande échelle, nécessite
d’entreposer les cellules ou de prévenir leur mortalité lors des périodes d’arrét de production
[59].
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I11-6-Analyse quantitative des cellules immobilisées:

La quantité de biomasse est un parameétre important pour I’analyse et le contréle d’un
systeme de fermentation. La quantification précise de la biomasse immobilisée peut étre difficile
surtout si elle est immobilisée sur des supports solides et poreux [60].

Si les cellules sont incluses dans des billes de gel, la matrice du support est communément
détruite ou dissoute et les cellules vivantes sont ensuite comptées.

La spectroscopie diélectrique et la résonance magnétique nucléaire sont deux méthodes
non destructives pouvant servir a doser des cellules microbiennes immobilisées. Un autre moyen

de quantifier les cellules immobilisées est le dosage d’un de leurs composants.

I11-7-Application dans le domaine de [I’environnement (Méthode de traitements

biologiques) :

* Alhakawati et Coll. [61], ont utilisé la mousse Hypol pour immobiliser la poudre de charbon
actif et les micro-organismes viables dégradant le phénol en aérobiose. L’ immobilisation est
acheveée en mixant préalablement la poudre de charbon actif (PAC) et les micro-organismes avec
le liquide Hypol pour former une matrice. La matrice est ensuite coupée en cubes, la
concentration d’effluent @ 500 mg/I est réduite a 20 mg/I.

*Amsden et Coll. [62], ont fait dégrader du phénol(2 g/l) par Pseudomonas putida ATCC
(11172) immobilisées dans un polymere de synthése polyéethylene-co-vinyl acétate EVA sous
forme de billes de 3,4mm.

*Dans une étude récente Prieto [63] décrit I’utilisation des cellules de Rhodococcus erythropolis
UPV-1 immobilisées sur des billes de la céramique biolite pour dégrader le phénol.

*Une autre étude dans la quelle Zeroual et Coll. [64], ont étudié la depollution des eaux
mercurielle en bioréacteur a lit fluidisé, en utilisant une souche bactérienne Klebsiella
pneumoniae immobilisée dans différents supports. L élimination totale de la charge polluante a
été observée dans le cas de I’utilisation des billes d’alginate.

*La degradation du phénol a été recherchée par Bettermann et Rehm [65], qui ont fait une étude
comparative par I’immobilisation de Pseudomonas putida dans [I’alginate et dans le
polyacrylamide hydrazide (PAAH) séparément. Il a été démontré que le PAAH était plus
efficace que I’alginate avec respect de I’activité de dégradation du phénol.

*Heitkamp et Coll. [66], ont étudié I’immobilisation d’une population bactérienne mixte, en vue

de traiter du charbon de terre contenant des composés phénoliques par deux support différents :
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I’un est un support de cellulose et Iautre la combinaison de tri acétate de cellulose avec
I’alginate de calcium comme un bisupport. Le premier procédé est préférable pour sa simplicité
de préparation, avec une meilleure performance opérationnelle.

*A I’aide de bactéries méthanogénes immobilisées dans du gel d’agar, de polyacrylamide ou de
collagene, il est possible de produire du méthane a partir d’eaux usées. La production de gaz par
cette technique peut atteindre 450 mmol /h.g de matiére séche [47];

*La dégradation du phénol (100-2800 mg/l) par Pseudomonas putida CCRC14365 dans un
réacteur a fibres creuses de polypropyléne a été étudiée par Chung et Coll. [67]. La souche
bactérienne dégrade 2000 mg/I de phénol en 73 h.
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CHAPITRE IV Application des alginates dans
les matrices d’immobilisation

AV}
Application des alginates dans les matrices d’immobilisation.

IVV-1-Définition de I'alginate :

L’alginate ou I’acide alginique est un polysaccharide de la paroi cellulaire des algues
brunes ou pheophyceae. Il a été découvert pour la premiére fois par Stanford (1881) cité par Moll
et Moll [68], grace a une extraction alcaline des algues brunes Laminaria digitata : procédé
utiliseé pour I’extraction de I’iode.

L’ acide alginique est absent de tout autre tissu végétal sauf chez certaines bactéries

(comme Azotobacter), ou il se retrouve acétylé [69].

IV-2- Fabrication des alginates :

La fabrication des alginates dépend :
1-Des alginates des métaux alcalins qui sont solubles dans I’eau.
2-De I’acide alginique et son dérive calcique qui sont tous les deux insolubles dans I’eau.

De nombreuses procédures de purification des alginates sont décrites dans la littérature;
celles-ci font appel a la filtration, la précipitation et I’extraction [68,70].

Aprés les opérations de purification, il s’ensuit I’étape ou les algues sont mises a
macérer en présence d’un acide minéral dilué de maniere a réaliser un échange d’ions entre le
calcium lié a I’alginate et I’hydrogene de I’acide.

L’acide alginique humide est ensuite malaxé avec la base ou le carbonate alcalin

correspondant Na*, K*, NH; , Ca?* et le propyléne glycol.

IVV-3-Structure :

L’alginate de sodium est un sel de I’acide alginique.

Cet acide naturel est constitué d’un enchainement linéaire de deux acides :
1-L’acide B 1-4 D mannuronique (M).
2-L’acide al-4 L glucoronique (G).

— O
AT Fa -;-IL-IL--'--;.""-\-_L_:':II'_
o -F\!,_::.']_,_f \"I\ 0 £ [ —
:,_ - e £ OH
e S - ( -
g ™ o~ ol
COH— -
(1-4) a-L glucoronique (1 - 4) B-D mannuronique

Figure n° (1V.1): Acide glucoronique (G) et mannuronique [68].
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Trois types de séquences peuvent étre observées dans une molécule d’alginate : des
séquences G-G, M-M et/ou M-G. La proportion et la distribution de ces monomeres déterminent

en grande partie les propriétés physico-chimiques de I’alginate.

IVV-4-Propriétés de I’alginate :
% Solubilité :

L’alginate de sodium (CgH;NaOg) , ou bien E401 se présente sous la forme d’une poudre
jaunatre péle inodore et insipide, lentement soluble dans I’eau en formant une solution visqueuse

et colloidale, pratiquement insoluble dans I’alcool et dans I’éther.

L’acide alginique pur est insoluble dans I’eau, la solubilité ou non dans I’eau depend du
type de sels métalliques qui lui sont associés, donc le choix d’un bon sel de calcium est lié a un

phénomeéne de gélification par diffusion [71].
« Rapport M/G :

La qualité de I’alginate est appréeciée par le rapport M/G. Ce rapport est fonction de

I’espece, de la variation saisonniere, de la partie et la portion de I’algue brune en étude.

Le rapport M/G des monomeres se situe entre 0,25 et 2,25 selon I’espéce. L’espéce
Lamiara hyperborea a une valeur inférieure a 0,5 [72,73].

I\VV-5-Mécanisme de gélification :

L apport d’ions Ca?* provoque I’alignement des chaines d’alginate puis un apport plus
important qui provoque un écoulement des chaines en « fermeture éclaire ». La structure spatiale
globale a un aspect de « boite a ceufs». On peut comparer ceci a une colle intermoléculaire
joignant les polymeéres d’alginate les uns aux autres, ce qui conduit a un enchevétrement de la
solution [74].

Aprés enchevétrement, les molécules d’eau sont physiquement emprisonnées par la

matrice d’alginate ou le réseau, mais restent libres de migrer.
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Bloc MouMG 4 Bloc G Ba2+Bloc M ou MG

Bloc M ou MG *Bloc G Bloc M ou MG

Figure n°® (1V.2): Assemblage en « boite a ceufs » [68].

I\V-6-Propriétés des billes d’alginate :
Les billes d’alginate ont des propriétés déterminées principalement par :

» La nature de I’alginate : pour former le gel, I’alginate doit contenir un nombre important
de blocs (G).Les blocs (G) sont longs et rigides, ils formeront des gels cassants possédant
une grande porosité et une bonne stabilité & la température en présence d’ions Na*, qui
sont les caracteristiques souhaitées pour la constitution d’une matrice d’immobilisation

[54]. Tandis que I’alginate riche en bloc (M) forme des gels plus élastiques et plus mous.

Les blocs (M) sont utilisés quand leur dissolution est nécessaire a un moment du

processus, en particulier si la récupération des cellules est prévue [75];

» La concentration de I’alginate en solution: I’accroissement de la concentration en
alginate entraine une augmentation de la rigidité de la matrice mais, la diffusion des
substrats et des produits dans la matrice est de ce fait diminuée [55];

» Les propriétés diffusionnelles dans les billes d’un élément de taille connu dépendent de la
composition, des conditions de fabrication, du pH et de la température [76,77];

» Les billes formées avec de tels alginates sont aussi résistantes a des variations de leur

environnement, supportant particuliérement la dessiccation [75].
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IVV-7-Utilisation des alginates dans les matrices d’immobilisation :

Les alginates possédent plusieurs avantages:
*Tout d’abord, leur rigidité mécanique, leur stabilité chimique, et leur porosité, trois propriétés
dont I’étude est indispensable et de ce fait permet de conserver une excellente viabilité aux
cellules microbiennes et d’étre facilement redissous pour la récupération de cellules [75,78,79] ;
*11 est connu que I’utilisation de I’alginate comme matrice d’encapsulation offre une meilleure
stabilité de [I’activité bactérienne; cette stabilité serait dle aux conditions douces de
polymérisation de ce gel [80].
* les billes de gel sont en général préférées aux films a cause de leur géométrie sphérique qui
augmente la surface de contact [49];
*Les études menées par Urbina et Dussan [81] sur [I’évaluation d’une matrice pour
I’immobilisation de Pseudomonas spp dans la biorémédiation du phénol, avaient montré que le
temps de dégradation du phénol était de I’ordre de 23 jours en milieu sans matrice ,15 jours dans
la matrice de polyuréthane et 7 jours dans les matrices d’alginates avec une méme concentration

initiale de la souche dans chaque matrice.
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CHAPITRE V Cinétique de croissance bactérienne et de biodégradation

SV- Croissance bactérienne discontinue :
V-1-Etude de la croissance :
La croissance d’une biomasse, placée dans des conditions idéales de culture peut se

quantifier par I’expression suivante :
N, =N,2" ... (V.1)
Avec N, =nombre de bactéries au temps égal 0.

N, =Nombre de bactéries au temps t.

n = Nombre de divisions.
La croissance discontinue peut se représenter par une courbe spécifique. On distingue

six phases spécifiques. La représentation est la suivante :

1-Latence logarithme du nombre de bactéries
2-Accélération. 10
3-Exponentielle. !
4-Ralentissement.
5-Stationnaire.
6-Déclin.

4 5

” . 1 | |
0 10 20 30
_ _ Unités de temps ,
Figure n° (V.1): Phases de la croissance bactérienne en milieu liquide non renouvelé

(Evolution du logarithme de la concentration cellulaire [18].
Les étapes les plus représentatives sont au nombre de quatre (tableau n° V.1).
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CHAPITRE V Cinétique de croissance bactérienne et de biodégradation

Tableau n° (V.1): Description des étapes de la croissance discontinue [18,35].

Phases Interprétation

La vitesse spécifique de croissance est nulle. 1l y a adaptation
Phase de latence . .
des cellules au milieu avec synthése d’enzymes

Phase ou toutes les cellules se trouvent dans leur état
Phase physiologique maximal et peuvent se multiplier sans entraves.
Exponentielle La vitesse de reproduction atteint son maximum et reste

constante pendant toute cette phase.

Le nombre de bactéries vivantes reste constant. Cette phase est
attribuée a I’épuisement du substrat, I’accumulation de déchets
Phase Stationnaire toxiques ou I’évolution défavorable des conditions physico-

chimiques comme le pH

o La biomasse est dans la phase d’autolyse. Le nombre de
Phase de déclin .
bactéries chute.

V-2- Les paramétres de la croissance :

La croissance d'une population bactérienne ne peut étre observée que dans un
environnement qui lui est favorable. Cette croissance peut étre définie par deux

parametres :

*Le temps de génération :
Il correspond a I’intervalle de temps compris entre deux divisions successives,

c’est le temps nécessaire au doublement de la population microbienne.

t: temps ; n : nombre de divisions.

*Taux de croissance de cellules pendant la phase exponentielle :
L accroissement du nombre de cellules pendant la phase exponentielle suit une

progression géométrique d'ordre 2.

X: est la concentration cellulaire ramenée en matiere seche (g/l).

n: Nombre de générations.
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CHAPITRE V Cinétique de croissance bactérienne et de biodégradation

La relation liant X et t est :

dX /dt = u X dTXy(t—tO)............(V.4)
u : Taux de croissance des cellules (h™).
Comme : X =2 X,.
D’ou:n=put
INX =utin2+InX, oo (V.5)

Selon les courbes de croissance, on peut déduire le taux de croissance des cellules
pendant la phase exponentielle pour chaque concentration initiale en phénol, en tracant In

X en fonction du temps selon I’équation (V.5), de laquelle on déduit la valeur de 1 .

Soit u =la pente de la droite /In2.

V-3-Les principes de la cinétique microbienne de croissance :
La cinétigue microbienne de croissance est principalement caractérisée en phase

exponentielle au cours de laquelle le taux de croissance est maximal et constant ( 4., )-

V-3-1-Le modele de Monod : basé sur un certain nombre d’hypotheses qui permettent de
prendre en compte un minimum de facteurs affectant la cinétique de biodégradation. Les
facteurs concernés sont la concentration en substrat et le nombre de micro-organismes
adaptés a sa biodégradation. Monod proposa d’exprimer le taux de croissance u en fonction
de la concentration du substrat limitant S par la relation empirique suivante [82] :

Le taux de croissance p d’une population de micro-organismes est relié a la concentration

en substrat S :

max S
T = (V.6)

Kg+S
Avec:
1 max: Taux de croissance maximal (h™).
S : Concentration en substrat (mg/I).
Ks: La constante d'affinité de microorganismes pour le substrat considérée égale a la

concentration en substrat lorsque le taux de croissance vaut s max/2.
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CHAPITRE V Cinétique de croissance bactérienne et de biodégradation

V-3-2-Modéle de Haldane :

Pour des concentrations élevées, le modéle de Monod n’était plus applicable, Une
déperdition était constatée dans, pour en tenir compte, d’autres modeles ont été élabores
tenant compte de ce nouveau parametre qui est I’inhibition des bacteéries par le substrat.

Le modeéle le plus connu est basé sur I’équation de Haldane (V.7), [83].

H = Hiax

S
2
Ks +S+(S/<ij

Kj : représente la constante d’inhibition.

V-4-Détermination des constantes de croissance ( z max, Ks, K) :
Les constantes cinétiques (u max, Ks), sont déterminées, en prenant la forme

linéarisée de I’équation de Monod définie précédemment.
La forme linéarisee de I’équation de Monod:

LK L (V8

B Mo S Moy

En tracant I’inverse de la vitesse d’élimination du substrat 1/ en fonction de
I’inverse de la concentration initiale 1/S.
La forme linéarisee de I’équation de Haldane :

1 Ks 1 S
—= + +
,Ll S/umax :umax Ki :umax

e (V.9)

La constante d’inhibition K; est déterminée graphiquement en portant 1/ en

fonction de S, on utilisant la forme linéarisée de I’équation de Haldane d’apres I’équation
(V.9).
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CHAPITRE V Cinétique de croissance bactérienne et de biodégradation

V-5-Rendement d’élimination :
Le rendement de dégradation du substrat est défini par le rapport R, équation

(V.10), ou Sy et S respectivement les concentrations initiale et restante en substrat (mg/I).

SO_Sf

R(%) = e (V.10)

0

V-6-Calcul de la vitesse moyenne de biodégradation:
A partir des valeurs de la concentration instantanée en phénol en fonction du
temps, la valeur de la vitesse moyenne de biodégradation a été définie comme suit :

v=_%
dt

Ou V: La vitesse de biodégradation (mg/l h).
S: Concentration en substrat (mg/I).

t : Temps de biodégradation(h).
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CHAPITRE VI : Matériels et méthodes

Vi

Matériels et méthodes.

VI-1-Matériel :
VI-1-1-Matériel biologique :

La souche utilisée dans notre étude est Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
(American Type Culture Collection), qui nous a été fournie par I’Institut Pasteur d’Alger.
Cette souche est conservée dans un réfrigérateur a une température de 4°C sur milieu gélosé
incliné de conservation.

VI-1-2-Milieu de culture :

Les cultures de Pseudomonas aeruginosa ont été réalisées en batch dans un milieu
de culture minéral liquide dont la composition est citée en annexe N°1[84].
VI1-1-3-Produits et matériels utilisés :

Les reactifs utilises pour le dosage du phénol sont cités en annexe N°2[85].

Les différents matériels utilisés au cours de notre étude sont cités en annexe N°3.

VI1-2-La méthodologie :
Notre étude a porté sur la préparation des billes d’alginate de calcium, capables
d’encapsuler des cellules de Pseudomonas aeruginosa afin de dégrader le phénol en batch.

Pour ce faire, nous avons au cours de tous nos essais, adopte les étapes suivantes :

VI-2-1-Préparation de I’inoculum (suspension bactérienne) :
> Ensemencement de la souche :

A partir d’un tube de conservation de P. aeruginosa, I’ensemencement de quelques
colonies a été fait dans un tube de bouillon nutritif. Aprés 24 heures d’incubation a 37 °C, un
trouble indique une croissance cellulaire.
> Adaptation des cellules au phénol :

Les cellules obtenues lors de la préculture ont été cultivées dans un milieu minéral
(cité en annexe N°1) a raison de 1% avec le phénol comme seule source de carbone a une

concentration de 500mg/I.
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CHAPITRE VI : Matériels et méthodes

Aprés incubation a 30°C pendant 48 heures, les cellules ont été séparées par
centrifugation (6000 tours par minute pendant 30 minutes a (10°C), lavées deux fois a I’eau
distillée sterile, puis remises en suspension dans 10 ml d’eau physiologique.

La mesure de la densité des cellules de I’inoculum a été déterminée a I’aide d’un
spectrophotomeétre UV /visible a 600 nm avec le milieu de culture comme référence. Les
concentrations ont été déterminées a partir de la courbe d’étalonnage préalablement établie.
Les bactéries de I’inoculum sont utilisées pour la biodégradation du phénol apres leur fixation

sur I’alginate de sodium.

VI1-2-2-Technique d’immobilisation des cellules (formation des billes):

<> Préparation de la solution d’alginate de sodium par solubilisation :

Plusieurs travaux ont servi pour déterminer les concentrations utilisées en alginate
de sodium dans I’eau, ainsi que le CaCl; et le rapport inoculum/alginate.

Afin de former de bonnes billes, nous avons procédé a des essais préliminaires. Un
bon enchevétrement était obtenu a une concentration d’alginate de sodium de 3% (p/v) dans
I’eau distillée.

L’alginate de sodium est versé petit a petit dans un bécher qui contient de I’eau
distillée avec agitation pour faciliter la dissolution de I’alginate et éviter la formation de
grumeaux. La solution sous forme de gel est ensuite stérilisée a 120°C durant 20 minutes et

conservée a 4°C en attente de son utilisation.

X Préparation de la solution de chlorure de calcium :

La majorité des études rapportées dans la littérature indiquent l'intérét d'utilisation du
chlorure de calcium dans les techniques d'immobilisation des cellules. L'ion calcium renforce
la stabilité mécanique des différents biofilms [86,87] et protége les cellules contre I’excés de
concentration de phénol [88].

La source de calcium utilisée au cours de notre étude expérimentale est le chlorure
de calcium (Prolabo), préparé a une concentration de 3% (p/v) dans I’eau distillée. Le pH de
la solution est ramené a la neutralité par une solution de NaOH 1N (Prolabo) avant sa

stérilisation a 120°C pendant 20 minutes et sa conservation a 4 °C.
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X/

X Formation des billes d’alginate de calcium :*'L’échange d’ions"".

La technique utilisée dans notre étude est une immobilisation par inclusion.

Le principe de cette technique consiste a disperser un gel d’alginate de sodium
contenant les cellules de Pseudomonas aeruginosa dans une solution saline CaCl, (3% p/v).
Le rble du sel est de renforcer les interactions hydrophobes et donc de faciliter la séparation
des particules obtenus lors de la dispersion [89].

Le rapport volumique inoculum/alginate de sodium utilisé est de 1/9 (v/v), rapport
préconisé par Mordocco et Coll. [90]. Le mélange obtenu est ajouté par un systeme de goutte
a goutte & la solution de chlorure de calcium sous une agitation faible.

Les gouttes d’alginate debutent leur échange d’ions des I’entrée dans la solution,
générant ainsi des billes sphériques qui sédimentent au fond de la solution (figure n° VI.1).
Le diametre des billes est fonction du diamétre de la burette utilisée. Les billes sont laissées
au repos pendant 2 heures dans une étuve a 37°C, afin de compléter I’échange d’ions entre
sodium et calcium.

A la fin de la réalisation, les billes d’alginate de calcium sont conservées a 4°C, afin
de bloquer I’activité enzymatique des cellules. Toutes les étapes d’immobilisation ont été
effectuées stérilement voir la figure n° (V1.2).
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: Suspension bactérienne ;

: Gel d’alginate de sodium préstérilisé ;

: Solution de CaCl, préstérilisée ;

: Formation des billes d’alginate de calcium ;

: Milieu minéral préstérilisé + solution du phénol
: Billes prélevées.

OO, WN B

Figure n° (V1.1): Appareillage utilisé pour la technigque d’immobilisation des bactéries
par inclusion.
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L ensemble des étapes est présenté sur la figure n° (VI.2).

10 ml de I’inoculum + 90 ml de gel
d’alginate de sodium 3%(p/v) pré-stérilisé
v
Formation d’un bio matériel (100 ml)

v
Ajouter a la solution de CaCl; (3% p/v)
pH=7 et pre-stérilisé
v
Echange d’ions avec formation des
billes
v
Incubation a 37°C pendant 2h

Conservation 3'4°C pendant une nuit

Figure n° (VI1.2) : Protocole de travail expérimental [85].

V1-3-Etude d’adsorption du phénol par les billes d’alginate de calcium.

Une étude d’adsorption du phénol sur les billes d’alginate dans le but de savoir s’il
s’adsorbe sur le support. Pour cela dans un volume de 1,51 contenant une solution phénolique a
200 mg/l, nous avons mis 100 g de billes d’alginate de calcium. Périodiquement des échantillons
sont prélevés et analysés par simple lecture de la DO a une longueur d’onde de 270 nm,

préalablement déterminée.

VI1-4-Estimation des différents parameétres de la biodégradation :

Les essais de biodégradation sont réalisés dans des erlenmeyers de 3 I, remplis a 1,5
| de milieu de culture minéral additionné de phénol, a une température de 37°C sous faible
agitation de 78 tours/ mn. Les cellules encapsulées obtenues sous forme de billes d’alginate
de calcium constituent I’inoculum du milieu de culture.

A des intervalles de temps réguliers, des prélevements sont effectués afin de suivre
I’évolution de la croissance bactérienne dans le milieu, ainsi que le taux de biodégradation

du phénol en évaluant la concentration résiduelle.
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V1-4-1- Estimation des densités de biomasse :

Au lieu de dénombrer les bactéries, il est possible d'estimer la biomasse (masse
bactérienne) par unité de volume, c'est-a-dire la densité bactérienne. La turbidimétrie permet
de suivre I'évolution de la densité optique, reliée a la densité bactérienne par la loi de Beer-
Lambert [36].

La biomasse est déterminée par mesure de I’absorbance des aliquotes prélevés a
partir des cultures a une longueur d’onde de 600 nm au spectrophotometre d’absorption
moléculaire UV /visible (SHIMADZU UV MINI-1240), en se référant a un blanc ne
contenant que le milieu de culture. Une courbe d’étalonnage préalablement établie a la méme

longueur d’onde permet la conversion de la DO en matiére seche (mg/l) (annexe N°4).

VI1-4-2-Analyse du phénol :

La concentration résiduelle et initiale en phénol est mesurée par une méthode
colorimétrique selon la norme NF (T90-204) basée sur la réaction entre le phénol et le 4-
aminoantipyrine. Cette méthode est efficace pour la détection de phénol aux concentrations
qui ne dépassent pas 5 mg/l [91].

Il s’agit de la condensation en milieu basique de I’ion phénate sur le composé 4-
aminoantipyrine en présence d’un oxydant, I’hexacyanoferrate (Il1) de potassium
(ferricyanure de potassium) a pH= 10.

Le complexe obtenu de couleur rouge est analysé a la longueur d’onde de 510 nm au
spectrophotomeétre d’absorption moléculaire UV /visible (SHIMADZU UV MINI-1240) et a
I’aide d’une courbe d’étalonnage précédemment établie a la méme longueur d’onde. La DO

est convertie en concentration résiduelle en phénol (mg/l) (voir annexe N° 2).
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CHAPITRE VII Résultats et discussions

VI

Résultats et discussions.

VI11-1-CINETIQUE D’ADSORPTION DU PHENOL PAR LES BILLES D’ALGINATE
DE CALCIUM:

Afin de monter la nature du transfert dans les billes d’alginate de calcium nous

avons présentés la cinétique d’adsorption du phénol par les billes dans la figure ci-dessous.

0 500 1000 1500
t(min)

Figure n° (VI1.1) : Cinétique d’adsorption du phénol par les billes d’alginate de
calcium.

Le suivi de la concentration résiduelle en fonction du temps nous a permis de
constater qu’il n’y a pas adsorption du phénol sur les billes d’alginate. La concentration
est restée constante pendant plus de 20 heures. La différence de concentration entre 1’état
initial et final est pratiquement nulle (inférieure a 02mg/1).

Ce méme résultat a été constaté par Bandhyopadhyay et Coll.[92] et Banerjee et
Coll. [85].
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Résultats et discussions

VI11-2-ETUDE COMPARATIVE DE LA BIODEGRADATION DU PHENOL PAR DES
BACTERIES EN SUSPENSION (LIBRES) ET IMMOBILISEES.

Nous avons effectu¢ deux essais de biodégradation d’une solution phénolique a

100 mg/l en batch, par des cellules libres et des cellules immobilisées dans 1’alginate de

calcium. Les conditions opératoires sont décrites en détail dans le tableau n°® (VII.1).

Tableau n° (VI1.1): Conditions opératoires ma
phénol en batch dans le cas des cellules libres

calcium.

intenues pour la biodégradation du

et immobilisées dans I’alginate de

Concentration initiale en
phénol (mg/l)

Les conditions
opératoires

100 mg/1

1% de préculture.
Rapport inoculum/alginate
1/9.

Diametres des
billes1,5mm.
pH initial du milieu
minéral=7.
Température=37°C.
Agitation =78 tours/ mn

La figure n° (VIL2) montre les différ

ents résultats de 1’évolution de la

concentration résiduelle du phénol en fonction du temps dans les deux cas étudiés.

Concentration
résiduelle en
phénol (mg/l).
120
100 ¢
80 +
60 -

40

20 A

0

& Cellules
libres

= cellules
immobilisées

0 20 30 40

temps (h)

50 60

Figure n° (VI1.2): Evolution de la biodégradabilité du phénol en fonction du

temps.
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Matiere ® cellules relarguées
seche (mg/l) A cellules libres

100 -
90 | A

80 - A A,
70 |
60 -|
50 |

40 - “Oeo
30 4 o AA
20 -

10?A
O T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60
Temps (h)

Figure n° (VI11.3): Evolution de la croissance des cellules libres et les cellules

relarguées en fonction du temps.

Nous remarquons d’apres la figure n° (VII .2), que la quantité du phénol dégradée
par les cellules libres est plus importante (plus de 40%), dans ’intervalle du temps (0-20
h) que celle enregistrée par les cellules immobilisées (20%). Cela est di au fait que le
polluant est difficilement disponible pour les cellules immobilisées, pour des
concentrations faibles, le gradient de concentration est faible et non encore établi,
entrainant un faible apport de soluté aux bactéries immobilisées [93].

Au-dela de 20 heures, une biodégradation totale et rapide du phénol est associée
au nombre croissant des bactéries observé figure n° (VII .3).

Concernant la biodégradation par les cellules immobilisées, deux phénomeénes
sont a noter: la biodégradation se fait par des cellules immobilisées et des cellules
relarguées par les billes. Il s’aveére que le gradient de concentration est insuffisant a
satisfaire les conditions de croissance des cellules immobilisées, d’ou le relargage observé
des cellules dans le milieu pour satisfaire leurs besoins en substrat et en nutriments. Ce
relargage est noté deés le début de la culture (figure n° (VII .3). Dans ce cas, une
augmentation de la vitesse de dégradation s’observe a partir de 20 heures de contact ce qui
correspond au maximum de cellules relarguées. Un calcul des cinétiques de biodégradation

confirme cet état tableau n° (VIL.2).
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Tableau n° (V11 .2): Valeurs des vitesses de degradationV(mg/l.h) .

Cellules libres | Cellules immobilisées
Entre 0 et 20 h 1,77 0,79
Apres 20 h 2,32 3,02

Concernant les deux cas étudiés nous avons calculé le taux de croissance en phase
exponentielle.

Tableau n° (VI11.3): Paramétre de la croissance bactérienne

Nature des cellules 1 max (W)
Cellules libres 0,33
Cellules relarguées 0,67

Dans le cas des cellules libres, nous avons remarqué une phase de latence
importante d’une durée de 20 heures. Au cours de la phase exponentielle de croissance le

taux de croissance maximal était de 1’ordre de 0,33 hl.

Ce resultat est en accord avec les résultats des travaux antérieurs présentés par
Humphrey et Yang [94], ayant travaillé sur la biodégradation du phénol par des cultures

pures (Pseudomonas putida et une moisissure) , avec un fmax (0,1-0,3h™)

respectivement.

Concernant les cellules relarguées, nous avons noté 1’absence d’une phase de
latence et un taux de croissance relativement élévé de 1’ordre de 0,67 h'!. Ceci est da a

une adaptation des cellules au phénol lors du séjour dans les billes d’alginate.

Concernant les cellules libres, nos résultats complétent ceux de Ali [95], prouvant
par la I’aptitude de Pseudomonas aeruginosa a dégrader le phénol avec un rendement

d’¢limination de 63% pour Ali [95] et de 100%, dans notre cas.

Concernant les cellules immobilisées, 1’élimination du phénol a 100% est obtenue

plus rapidement pour les raisons citées précédemment.
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3-ETUDE DE LA BIODEGRADATION DU PHENOL PAR DES CELLULES

IMMOBILISEES :

VI11-3-1-Etude de I’effet de la concentration initiale :
Nous avons fait varier la concentration initiale du phénol de 100 jusqu’a 5000

mg/l, tout en gardant les autres parametres fixes. Ceci afin de voir 1’évolution de la

biodégradation, c’est a dire le comportement de notre bactérie immobilisée vis-a-vis d’une

concentration croissante en polluant.

Les conditions opératoires sont reprises dans le tableau n° (VIL.4)

Tableau n° (V11.4) :Conditions opératoires maintenues pour la biodégradation du

phénol en batch dans le cas de la variation des concentrations initiales.

Concentration
en phénol (mg/l)

initiale

Les conditions opératoires

100

300

500

1000

3000

4000

1% de préculture.
Rapport inoculum/alginate 1 :9.
Diamétres des billes 1,5 mm.
pH initial du milieu minéral=7.
Température=37°C.

Agitation =78 tour/ mn

5000

L’¢évolution de la concentration résiduelle de phénol en fonction du temps pour

chaque concentration initiale en phénol est représentée sur la figure n°® (VII .4).
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Concentraion
résiduelle en
phénol (mg/l)
5000 m * C=100mg/I
® C=300mg/I
4000
® C=500mg/I
]
|
3000 | E s m o, oy, X C=1000mg/!
A "= = A C=3000mg/I
2000
' A, A C=4000mg/I
100035y %X X e A AA A = C=5000mg/l
X OOX X
® % % o0 W ® X X
o & o o
0 AA—,_._._A))'(fx’—,i
0 50 100 150 200 250 300
temps (h)

Figure n° (VII .4):Cinétiques de biodégradation du phénol a différentes
concentrations initiales.

Pour des concentrations initiales comprises entre 100 et 1000mg/1, la dégradation
du phénol est totale (rendement de 100% obtenu a différents temps). En augmentant la
concentration au dela de 1000 mg/l1, la dégradation est rapide entre 0 et 50 heures, phase
au cours de laquelle 1000 a 2000 mg du phénol sont dégradés. L’activité de dégradation
semble s’arréter a partir de 50 heures donnant un plateau n’atteignant jamais les 100% de
dégradation. On assiste alors a un phénomene d’inhibition lorqu’on se trouve en présence
de fortes concentrations en phénol (= 1000 mg/1).

A titre de comparaison avec les travaux de Ali [95], qui a travaillé avec la méme
souche mais avec des cellules libres en batch, I’inhibition par le substrat s’est révélée a des
concentrations moindres, inférieures a 500mg/1. Ce résultat est aussi en accord avec ceux
de Pelmont [25] et Prieto [63]. Il s’avere que I’immobilisation tend a protéger la bactérie
contre 1’effet bactéricide du phénol. A la surface de la bille d’alginate, il s’établirait un
gradient de concentration qui va en diminuant du milieu vers la surface. D’ou une
biodégradation plus importante et a des concentrations initiales plus élevées. De plus, les
cellules immobilisées aquierent une résistance accrue vis-a-vis du milieu [88].

Entre 1000 et 5000mg/l, en augmentant la concentration, le rendement diminue (R =
100% a 36%). Le phénomene d’inhibition s’accentue avec 1’accroissement de la

concentration initiale.
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Contrairement aux cellules libres, les cellules immobilisées continuent malgré les
fortes concentrations, a dégrader partiellement le phénol. Ceci serait di au fait que les
cellules a Dintérieur des billes d’alginate, sont protégées par la couche extérieure
constituée de bactéries mortes [85]. La diffusion du phénol, ainsi que le transfert des
nutriments et de 1'oxygene sont perturbés par les fortes concentrations en phénol. Ce qui
se traduit par un changement dans le métabolisme (insuffisance en apport enzymatique), il

devient plus lent entrainant une diminution du taux de biodégradation [58,96].

« La vitesse moyenne de biodégradation du phénol :

La vitesse moyenne de biodégradation du phénol a été calculée pour différentes
concentrations. A des concentrations en phénol supérieures a 1000 mg/l, la vitesse moyenne
de biodégradation a été calculée en se basant sur le méme temps (212 heures), temps
correspondant a celui de la biodégradation totale (correspondant a une concentration de
1000mg/1).

Les valeurs de la vitesse de biodégradation sont représentées dans le tableau n°
(VIL.5).

Tableau n° (VI1.5): Valeurs des vitesses moyennes de dégradation.

Ci(mg/l) | 100 300 [500  |1000 |3000  |4000 | 5000
V(mg/lhy | 2,11 2,00 |225 |462 8,01 6,60 8,49
R(%) |100 100|100 |100 |56 35 36

C,;: concentration initiale

Il est par ailleurs important de noter qu'un phénomene de relargage des cellules a
¢été observé pour les cultures contenant des concentrations en phénol inférieures a 1000
mg/l. Et donc la biodégradation du phénol dans ces cas était attribuée a I’ensemble des
bactéries (immobilisées et libres). Au dela de 1000 mg/l, le phénoméne de relargage

disparait progressivement et devient inexistant a partir de 1500 mg/I1.

Pour bien évaluer le développement des cellules relarguées, nous avons suivi leurs
cinétiques de croissance dans les conditions citées plus haut. Une courbe représentant le
taux de croissance maximal en fonction de la concentration en phénol figure n° (VIL5)

permet de confirmer nos observations. En effet, ..« atteint une valeur négligeable a

partir de 1000 mg/1 qui reste constante pour les concentrations supérieures, traduisant ainsi
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I’absence de tout développement microbien a 1’état libre dans ces conditions. A 1’inverse,

le u max est relativement élevé pour les concentrations inférieures a 1000 mg/1.

L’absence de relargage des cellules bactériennes aux fortes concentrations en phénol
s’explique par I’effet toxique sur les cellules libres alors que I’immobilisation leur assure

une bonne protection [9]. Ce qui nous a permis de tirer les conclusions suivantes ;

e Le phénoméne de relargage est dii & un faible gradient de concentration. La

concentration en substrat est insuffisante pour la masse bactérienne immobilisée.

e Pour C=500-1500mg/1 :La vitesse de biodégradation augmente, du fait de I’apport plus
important de substrat. L’¢limination du substrat est totale (R =100%).

e Pour C=1500-5000 mg/l :Le phénoméne d’inhibition apparait. Cependant les cellules
restent immobilisées et exposées a des concentrations €levées du phénol sans perdre la

viabilité et la protection de cette derniere.

Taux de croissance des cellules relarguées(1/h)
1,4 -
.
1247\
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Figure n° (VII .5) :Effet de la concentration initiale du phénol sur le taux de

croissance des cellules relarguees.
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On remarque d’apres la figure 12 que le taux de croissance maximal des cellules
relarguées est élevé pour les concentrations inférieures a 500mg/l. Donc, son apport dans la
biodégradation du phénol n’est pas négligeable. Au dela, de cette valeur, il n’y a
pratiquement pas de cellules relarguées dans le milieu, ce qui est représenté par un taux de
croissance relativement faible.

Une explication du mécanisme de biodégradation peut étre schématisée par la

figure n° (VII .6) :

Alginate de calcium
Phénol G

Bactéries O

Déplacement

Ci:(100-500) mg/l Ci: (500-3000) mg/I Ci :(3000-5000) mg/I

Figure n°® (VI11.6): Les différents phénomenes observeés a différentes

concentrations du phénol.

e Ci=100-500mg/l :le gradient de concentration du phénol est faible ce qui
provoque le déplacement des cellules vers le milieu.

e Ci=500-3000mg/1 :le gradient de concentration est moyennement ¢levé et les
cellules restent immobilisées dans les billes d’alginate de calcium.

e Ci=3000-5000mg/1 :le gradient de concentration est tres €levé, provoquant ainsi le
durcissement des billes d’alginate qui est dG a la formation d’une couche de

cellules mortes sur la surface des billes d’alginate de calcium.

ENP 2006 41



CHAPITRE VII Résultats et discussions

VII-3-2-ETUDE DE L’EFFET DE LA TAILLE DES BILLES SUR LA
BIODEGRADATION DU PHENOL :

L’intérét de la variation de la taille des billes réside dans le fait que si cette
derniére augmente, on augmente le nombre de bactéries immobilisées de méme que la
surface d’échange. Ce qui laisse supposer une meilleur biodégradation [97].

Pour une méme quantité d’alginate et afin de déterminer le diametre optimal des
billes optimal permettant la meilleure biodégradation nous avons préparé des billes de
différentes tailles (1; 1,5; 2,5 mm) en jouant sur le diamétre de sortie des burettes
utilisées

La concentration initiale de la solution phénolique choisie est de 1000 mg/l tout
en gardant les autres parametres fixes.
Le tableau n°® (VIL.6) regroupe les conditions opératoires.
Tableau n° (V11.6): Conditions opératoires maintenues pour la biodégradation du
phénol en batch dans le cas de la variation de la taille des billes.

Diameétres des
billes (mm) Les conditions opératoires
1% de préculture.

d=1 Rapport inoculum/alginate 1 :9.
Milieu minéral + 1000 (mg/1)
du phénol
pH initial du milieu minéral=7.
d=1.5 Température=37°C.
Agitation =78 tours/ mn
d3=2,5

Nous avons représenté graphiquement 1’évolution de la biodégradation du phénol

en fonction des trois diameétres des billes.
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Figure n° (VI1.7): Effet de la variation de la taille des billes sur la cinétique de

biodégradation du phénol (1000 mg/l).

Nous constatons, d'apres la figure n° (VII .7), que la biodégradation du phénol est

totale pour les trois diameétres considérés mais a des vitesses différentes.

Afin de mettre en évidence 1’effet de la variation de la taille des billes sur la

cinétique de dégradation du phénol, nous avons calculé les vitesses pour les trois diametres.

Tableau n° (V11 .7) : Valeurs des vitesses moyennes de dégradation

d;=1mm

d,=1,5mm

d;=2,5mm

V(mg/Ih)

9,52

4,87

7,14

Il est évident que la meilleure vitesse de biodégradaion du phénol est obtenue avec

des billes de faible diamétre. La durée de dégradation totale avec des billes de 1 mm est

réduite de moitié par rapport aux billes de 1,5 mm (on passe de 200 heures a 100 heures)

(figure 14). Pour les faibles diamétres, il s’avere qui’il ya une meilleure répartition des

bactéries dans le volume considéré entrainant une meilleure biodégradation. Dalili et Chau

ont suggéré que la taille des billes qui aboutit a une meilleur dégradation est de 1’ordre de 1

mm[98].
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Dans les systemes d’immobilisation des bactéries, il a €ét¢é montré que les
coefficients de transfert de masse augmentent avec une diminution du diamétre des billes.
Le coefficient de transfert de masse est plus ¢élevé dans le cas des plus petites particules a
cause de la surface d’échange accrue [99]. Ou alors avec des grands diameétres, la surface
d’échange et le nombre de bactéries sur la surface des billes diminue ce qui entraine la
formation d’une couche de substrat autour des billes. Cette couche s’épaissait au cours du

temps,d’ou le transfert de masse devient limitant.

Par ailleurs, Dursun et Tepe [100] ont montré qu’une augmentation de la taille des
billes entraine une augmentation des limitations diffusionnelles dans les billes et des
faibles vitesses de déplacement de substrat sont obtenus avec des billes de taille élevée.
Pour des vitesses d’échange maximales, la taille des particules doit étre aussi petite que
possible.

A ce propos les ¢tudes qui ont ét¢ menées par Bandhyopadhyay et Coll.[92],
montrent que le processus de biodégradation du phénol par les billes d’alginate est affecté
par Ieffet de la diffusion interparticulaire (phénomene de limitation diffusionnellle) dans
I’intervalle de concentration (100-1000 mg/l) ; ceci provoque une diminution dans le taux
de dégradation. Ce phénomene est causé par 1’existence d’une résistance interne dans les
billes d’alginate qui est dii au processus de durcissement des billes d’alginate (la diffusion
dans les pores des billes d’alginate est tres faible).

Les méme auteurs ont montré que la taille des billes entraine le phénoméne de
limitation diffusionnelle; ils ont aussi constaté que pour des billes de petite taille, I’effet de
la diffusion interpaticulaire est absent. Cependant, en augmentant la taille des billes c’est le

début de ce phénomene.

D’autres chercheurs Mordocco et Coll.[90], ayant travaillé sur la biodégradation

du phénol par P.putida sont parvenus a la méme constatation.

Donc, pour les concentrations élevées, il est préconisé de travailler avec des billes
de faibles diametres puisqu’ a ces concentrations, le phénomene de relargage est inexistant.
Pour des faibles concentrations on recommande de travailler directement avec des cellules

libres [66].
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A cette concentration 1000 mg/l, la quantité éliminée est causée par les cellules
immobilisées et relarguées. Déterminons la contribution des cellules relarguées en fonction
des diametres des billes. Nous avons représenté 1’évolution de la biomasse des cellules

relarguées en fonction du temps.

Matiére seche
Almm

(mg/l) ¢1,5mm
1200 .2,5mm

1000/
800+ 4
A
6001 o
L 2
400 tﬁ:
®

200-¢

O I T I I 1
0 50 100 150 200 250

temps (h)

Figure n° (VI11.8): Evolution de la biomasse des cellules relarguées en fonction du

temps.
Nous avons calculé¢ le taux de croissance des cellules relarguées.
L’ensemble des résultats obtenus pour chaque essai est illustré dans le tableau n°

(VILS).

Tableau n® (VI11.8) : Valeurs des taux de croissance des cellules relarguées.

Tailles des billes dl=1mm | d2=1,5 mm d3=2,5mm

U (N 0,157 0,143 0,106

On constate que le taux de relargage n’est pas important pour les différentes tailles
des billes. Ceci montre que le phenoméne de relargage ne dépend pas du diameétre des

billes mais du gradient de concentration en substrat .
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V11-3-3- ETUDE DE L’EFFET DE LA REUTILISATION DES BILLES( RECYCLAGE) :

L’¢tude de la réutilisation des billes a pour but de vérifier la viabilité de la bactérie
apres un cycle d’activité. Des billes de cellules utilisées une fois sont lavées stérilement et
remises en suspension dans un milieu contenant les nutriments et le substrat a la méme
concentration que celle déja dégradée par la bactérie. Ce test est réalisé¢ afin de savoir si des
cellules adaptées a une concentration donnée maintiennent leur activité.

Nous avons considéré les billes utilisées a 4000 mg/1 de phénol c'est-a-dire adaptées a une
forte concentration en polluant. Deux recyclages successifs ont été adoptés dans les mémes
conditions. Nous avons choisi les conditions qui sont ainsi regroupées dans le tableau ci-
dessous tableau n° (VIL.9).

Tableau n° (VI1.9): Conditions opératoires maintenues pour la biodégradation du

phénol en batch dans le cas de recyclage des cellules.

Nature des billes utilisées Les conditions opératoires
Billes adaptées et recyclée 1% de préculture.
dans 4000 mg/1 du phénol (1 | Rapport inoculum/alginate 1/9
42" recyclage) Milieu minéral + 4000 (mg/1)
du phénol

pH initial du milieu minéral=7.
Température=37°C.
Agitation =78 tour/ mn

La figure 17 indique que globalement P. aeruginosa maintient son activité aussi
bien aprés le premier que le second recyclage présentant toutefois une sensible

augmentation du rendement de dégradation tableau n°® (VII .10).
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Figure n° (V11 .9): Effet de recyclage des billes sur la cinétique de

biodégradation du phénol (4000 mg/l).

Tableau n° (VI .10): Rendements de dégradation

Co=4000(mg/I) Cellules 1 * recyclage 2 *™ recyclage
neuves des cellules des cellules
V(mg/ih) 6,60 8,02 8,51
R (%) 35 47 45

Nous avons représenté¢ graphiquement 1’évolution de la vitesse de biodégradation

et le rendement d’¢élimination en fonction du type des billes utilisées sur la figure n° (VII

10).
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Figure n° (V11 .10) :Effet de recyclage des billes sur la vitesse de biodégradation et le
taux d’élimination du phénol(4000 mg/l).

L’adaptation des bactéries améliore sensiblement le taux d’élimination de plus de
20% pour le premier recyclage, phénomene non constaté pour des recyclages ultérieurs.

Concernant le deuxiéme recyclage, il s’avére que le recyclage des billes d’alginate
entraine une formation d’une couche d’épaisseur croissante de cellules mortes a la surface
des billes. La diffusion du phénol et des nutriments devient limitante d’ou la diminution du
taux d’¢limination du phénol [85].

La vitesse est en premier lieu accélérée (premier recyclage). Ceci est d’ailleurs
vérifié par les vitesses de biodégradation. Par la suite 1’accroissement de 1’épaisseur de la
couche entraine une diminution de la vitesse.

L’augmentation de la vitesse de dégradation du phénol peut étre expliquée par le
fait que l'effet de I'adaptation des billes a la méme concentration du substrat favorise la
croissance des cellules a la surface des billes qui est en relation avec I'apport du substrat et

les nutriments tout en synthétisant les enzymes qui sont nécessaires a la biodégradation.
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V111-3-4- ETUDE DE L’EFFET DE L’ADAPTATION DES BILLES:

En ce qui concerne les bactéries adaptées a une concentration supérieures a 5000
mg/l et aptes a dégrader a des concentrations plus faibles (4000 mg/l), la cinétique de
g p g p g/h), q

dégradation est représentée sur la figure n°® (VII .11).

Concentration
résiduelle en

phénol (mg/l) A hilles(5000 mg)

6000 ® billes (4000 mg/I)

5000

40000 ¢

®
" AA.A.A~A‘ aq o

A A A

3000

2000 ~

1000 +

0

0 50 100 150 200 250 300
Milieu minéral temps(h)

T=37°C

Agitation=78 tours/mn

Absence d'aération.
Diamétre des billes =1,5mm

Figure n° (VI1.11) : Effet de I’adaptation des billes sur la cinétique
de biodégradation du phénol.

% La vitesse moyenne de biodégradation du phénol :

Les valeurs de la vitesse de biodégradations sont reprises dans le tableau n°® (VIIL.
11.

Tableau n® (V11 .11): Valeurs des vitesses moyennes de dégradation.

Nature des cellules | V(mg/lh) R(%)

Billes (5000 mg/l) 8,49 36
Billes (4000 mg/l) 498 26

La figure n° (VII .12) montre 1’effet de I’adaptation des billes sur la variation du

taux d’¢limination et la vitesse de dégradation du phénol.
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Figure n° (VII .12) :Effet de I’adaptation des billes sur la vitesse de

biodégradation et le taux d’élimination du phénol (4000 mg/l).

Durant cette étude, nous avons remarqué que l'effet de 1'adaptation des billes a une

concentration élevée (5000 mg/l) n’améliore pas le taux d’élimination du phénol pour une

concentration inférieure (4000 mg/1).

Nous obtenons un rendement trés bas (26%) par rapport a celui trouvé lors du

recyclage des billes a 4000 mg/l. Cela se traduit par une diminution de la vitesse de

dégradation du phénol qui peut étre expliquée par un abaissement de l'activité des bactéries

qui est due au durcissement des billes d’alginate par la formation de la couche des cellules

mortes( phénomene de limitation diffusionnelle).
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L’étude de la biodégradation du phénol par des cellules libres et immobilisées
de Pseudomonas aeruginosa a été réalisée dans des cultures en batch. La méthode
d’immobilisation par inclusion dans I’alginate de sodium a été adoptée.

Ce travail a permis de montrer qu’il est possible de préparer des billes
d’alginate selon un procédé simple en optimisant les parametres expérimentaux.

Cette méthode présente plusieurs avantages tels que la simplicité de mise en
ceuvre, la conservation de I’activité catalytique des cellules.

D’apres les résultats obtenus, nous pouvons déduire que les billes d’alginate
de calcium n’adsorbent pas le phénol et le transfert de matiére s’effectue par
diffusion.

Cette étude a montré que pour un pH optimal de 7 et une température de
37°C, les cellules immobilisées ont permis d’obtenir un rendement d’élimination
maximal pour une gamme de concentration allant jusqua 1000 mg/l. A cette
concentration élevée la bactérie résiste a I’effet toxique du phénol contrairement aux

cellules libres qui sont inhibées des la concentration de 500 mg/I

On a constaté que la vitesse de biodégradation par les cellules immobilisées

augmente avec I’augmentation de la concentration en substrat puis elle se stabilise.

La limitation diffusionnelle qui est dle a la formation d’une couche des
cellules mortes sur la surface des billes d’alginates de calcium joue un role important
dans la protection des cellules contre I’exces du phénol, pouvant ainsi provoquer

I’inhibition.

Durant cette étude, nous avons remarque que le phénomene de relargage surgit
a des intervalles de concentrations (100-500 mg/l) du phénol avec une croissance
microbienne notable. Donc la contribution des cellules relarguées dans la

biodégradation du phénol n’est pas négligeable.

La variation de la taille des billes nous a permis de déduire que pour des

faibles diameétres, la répartition des bactéries est meilleure entrainant une bonne
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biodégradation. La vitesse de biodégradation passe par un diametre optimal de

fabrication qui est de I’ordre de 1 mm approximativement.

Il serait judicieux de travailler soit avec des billes de faibles diametres, ceci
augmentera la surface d’échange pour un nombre de bactéries immobilisées restreint

et I’effet de la diffusion a I’intérieur des billes est absent.

Concernant les concentrations élevées, il est préconisé de travailler avec des
billes alors que pour les faibles concentrations on recommande de travailler

directement avec des cellules libres.

Les résultats indiquent une amélioration dans le taux d’élimination pour le
premier recyclage des billes a 4000 mg/l du phénol avec une augmentation de la
vitesse de dégradation du phénol qui est dle a une croissance des cellules a la
surface des billes. Ceci est en relation avec I'apport du substrat et les nutriments la

synthese des enzymes nécessaires a la biodégradation.

Les recyclages ultérieurs des billes d’alginate a la méme concentration
entrainent une formation d’une couche d’épaisseur croissante de cellules mortes a la
surface des billes. La diffusion du phénol et des nutriments devient limitante d’ou la

diminution du taux d’élimination du phénol.

On a constaté que l'adaptation des billes a une concentration élevée (5000
mg/l) n’améliore pas le taux d’élimination du phénol pour une concentration (4000

mg/l).

Il serait intéressant de procéder a la biodégradation par des bactéries
immobilisées dans des billes d’alginate en systéeme continu puisqu’il s’est avéré que
la bactérie conserve son activité aprés recyclage. L’intérét serait d’augmenter la
durée du bioprocédé tout en évitant I’effet inhibiteur et toxique des fortes

concentrations initiales en phénol.
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ANNEXES

ANNEXE N° 1 : Composition du milieu de culture [84],
Pour un litre d’eau distillée, on introduit les composants suivants :

KH,POq, : (1,50);

KoHPO,: (0,50);

NaCl : (0,50);

MgSO; : (0,59);

NH4NO3: (39);

CaCl; (0,029);

FeSQO,: (0,029).

Le pH du milieu est ajusté a 7 a I’aide d’une solution de NaOH 1N, ensuite il est

stérilisé dans I’autoclave (120 °C, 1 atm), pendant 15 minutes, puis mis a conservation a 4 °C en
attente de son utilisation pour I’expérimentation.

N.B : Les deux sels minéraux CaCl, FeSO,, et le substrat (phénol), sont ajoutés par filtration
stérilisante (0,21 Millipore) aux concentrations correspondants au milieu de culture

préalablement stérilisé.

ANNEXE N° 2 : DOSAGE DU PHENOL [85].

1-Principe :

Il s’agit de la condensation en milieu basique de I’ion phénate sur la 4-amino
antipyrine en présence d’un oxydant, I’hexacyanoferrate (I11) de potassium). Cette méthode a
une limite de détection du phénol de 5 mg/I.

@—m:m + t::H'—p@—(:ﬁ + H20

+3 OH"

+3 HyO +4 ¢

[Fe(CNlg] ) +e7 — 3y [Fe(CN }(1]4_
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2-Réactifs :
Solution tampon, pour 1 L :
*Dissoudre dans 700 ml d’eau :
34g Chlorure d’ammoniumNH,CL (MERCK),
200g Tartrate double de sodium et de potassium,
15 ml d’ammoniac concentré NH3; (MERCK),
*Compléter a 1 L et ajuster le pH a 95 au pH-métre avec NH; concentré;
Solution 4 amino —antipyrine (ALDRICH) a 20 g/l (flacon en verre teinte, fermé, conservé a
I’abri de I’air et de I’humidité) ;
Solution de ferricyanure de potassium (PROLABO) a 20g/I.

3-Méthodologie :

La gamme d’étalonnage se fait comme suit : A partir d’une solution de phénol étalon
mere a 1 g/l, 5 ml de cette solution sont dilués 200 fois, soit 5mg dans 1000 ml.
Nous préparons la gamme suivante :
Dans des fioles de 100 ml, nous introduisons des volumes de la solution étalon contenant : 0,5 ;
1;2; 3; 4 et 5 mg de phénol.
Soit V (ml) le volume d’étalon de phénol est complété avec de I’eau distillée a 100 ml
au quel on lui rajoute :
* 5 ml de tampon pH=9,5,
* 1 ml de la solution de 4-amino-pyrine, agiter ;
* 2 ml de solution de ferricyanure de potassium, agiter ;
*Laisser la coloration se développer a température ambiante pendant 5 mn.
*Apres 5 min, la lecture est effectuée au spectrometre a la longueur d’onde de 510 nm.

*Tracer la courbe DO a 510 nm en fonction la concentration en phénol (mg/l)

4- Solution inconnue :

Mode opératoire :
* 10 ml du milieu sont préleveés et centrifugés pendant 30 min a la vitesse de 6000 tr/min.
*2 ml du surnageant sont complétés a 100 ml avec de I’eau distillée auquel on ajoute :
* 5 ml de tampon pH=9,5,
*1 ml de la solution de 4-amino-antipyrine, agiter ;

*2 ml de solution de ferricyanure de potassium, agiter ;
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*Laisser la coloration se développer a température ambiante pendant 5 mn.
* Aprés 5 min, la lecture est effectuée au spectrométre a la longueur d’onde de 510 nm.

C (phénol) = DO .100
(V préleve) .0, 12

DO )
510nm 0.7 - R?=0, 99
Y=0,12X
0,6
0.5 A
0.4 A
0.3 4

0.2 -

Cien phénol (mg/l)

Figure N1 : Courbe d'étalonnage du phénol

ANNEXE N°3 : Matériels utilisés.

-Etuve de marque MEMMERT UE -400;

-Autoclave de marque WEBECO-GMPH BAD SCHWARTAU ;
-Spectrophotomeétres UV/visible de marque SHIMADZU UV MINI-1240;
-Centrifugeuse de marque MIKRO 22R HETTICH ;

-pH metre de marque HANNE INSTRUMENTS 211 ;

-Micro filtres Minisart 0,20 um ;

-Plagque chauffante muni d’un systeme d’agitation BIBBY STUART ;
-Balance de précision de marque DENVER INSTRUMENT ;

-Bec benzene.
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ANNEXE N° 4 : Mesure de la guantité de biomasse par la méthode directe.

L’augmentation de la population microbienne au cours de la croissance résulte de la
multiplication qui peut se faire, selon des modes variables, d’un type de micro-organisme a un
autre .L’étude de la croissance des bactéries est possible grace a I’utilisation des techniques
d’évaluation et de dénombrement.

Plusieurs méthodes sont disponibles. Les facteurs qui influencent le choix d’une
méthode sont les propriétés de la biomasse, les caractéristiques du milieu etc...

Deux grandeurs permettent de définir ou d’estimer une population microbienne : la masse
cellulaire et le nombre des cellules. Ces deux parameétres varient lors de la croissance cellulaire
[36].

e Principe:

Lorsque des cellules sont en suspension dans un milieu liquide traversé par un faisceau
lumineux monochromatique, la quantité de lumiére absorbée par la suspension est
proportionnelle a la concentration des cellules.

Pour déterminer la concentration en cellules d'une suspension, on utilise une méthode
graphique : on mesure I'absorbance d'un échantillon, aprés dilution si nécessaire, et on reporte la
valeur obtenue sur la droite d'étalonnage Absorbance = f (concentration en cellules) pour en
déduire sa concentration.

e Description de la méthode :

La méthode utilisée au cours de notre expérimentation est décrite comme suite :
A la fin de I’expérience, on récupére 200 ml du milieu, qu’on centrifuge a 6000 tours/minutes
pendant 30 minutes, on récupére le culot qu’on lave deux fois avec I’eau distillée stérilisée et on
centrifuge a chaque lavage.
e Remettre le culot en suspension dans 60 ml d’eau distillée stérilisée.
e On pese 50 ml du culot en suspension pour déterminer le poids en biomasse fraiche puis on
seche dans une étuve a 105 °C jusqu'a poids constant (m-mg), durant 18 a 24 heures pour

déterminer le poids en biomasse en matiere seche.

Co= (m-mo)/50ml
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e Prendre 10 ml du culot en suspension, et a I’aide d’un spectrophotométre UV visible on
détermine la densité optique de différentes dilutions de la suspension initiale (1, 1/2, 1/4, 1/8,
1/16....), a 600 nm.

e Construire le graphique Absorbance = f (concentration en cellules).

o La courbe obtenue nous donne la correspondance entre la concentration bactérienne en

solution (mg/l) et la masse seche.

[~

2.5
DO a
600nm DO =2,129MS

R?=0, 991

0 0. 0. 0.6 0.8 1 1.2
Concentration bactérienne g/l

Figure N°2 : La droite d’étalonnage : Absorbance = f [concentration de cellules.]
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Résumé :

Le présent travail consiste en 1’étude de I’élimination du phénol par biodégradation par une
bactérie Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) en appliquant une nouvelle technique,
immobilisation des bactéries par inclusion dans des billes d’alginate de calcium (gel de
polysaccharide).

Apres avoir maitrisé la technique de gélification et d’inclusion de bactéries, nous avons étudié
la biodégradation du phénol en faisant varier différents paramétres opératoires (concentrations
initiales en polluant, tailles des billes). Par la suite nous avons étudié la réutilisation des billes
d’alginate.

Les résultats montrent que cette technique de traitement offre des possibilités nettement
meilleurs que ceux des traitements conventionnels de cellules libres ou fixées sur du charbon
actif en grains.

Mots clefs : phénol, biodégradation, bactéries, immobilisation, alginate, eaux usées.

Abstract.

This work consists on the study of the phenol elimination by a new technique which is the
biological treatment by bacteria (Pseudomonas aeruginosa ATCC27853) immobilized by
inclusion in a new support which is the calcium alginate (polysaccharide). After the technique
of gelation and inclusion of bacteria is controlled, the biological elimination of phenol was
studied with different operating parameters (initial concentration, size of the beads).

In the next step, the elimination of phenol by reutilisation of alginate beads was studied. The
results showed that this technique offers better possibilities than those of the conventional
treatments of cells free or fixed on granular activated carbon.

Keywords: Phenol, Biodegradation, Bacteria, Immobilization, Alginate of calcium, wastes
waters



