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Introduction générale

Tributaire de I'eau comme tous les orgaaswivants, I'homme a fondé ses civilisations
le long des fleuves et des littoraux afin de ligél et de I'exploiter pour la consommation, la

production d’énergie, le transport...

Apporter de I'eau a chaque foyer, mettrglane un systeme de distribution capable de
couvrir tous les besoins en eau liés aux activitémaines, notamment industrielles et
agricoles, est un pari audacieux. Car il s'agibalidir a la distribution d'un produit
standardisé, répondant a des normes précisesaldiagiif de "potable" étant réservé a des
eaux dont la composition et les qualités sontdelje’'elles ne puissent en aucun cas porter

atteinte a la santé des consommateurs.

Une telle ambition se heurte a une séridiffieultés dont la plus importante est liée a la
distribution variable de la ressource. De plusdiatssement démographique et la demande
croissante en eau, due au développement écononugomliquent le probleme davantage.
L'autre probléme auquel se heurte maintenant lalifon d'eau potable est la dégradation
de nos milieux aquatiques. En fait la pollution éasix constitue un facteur primordial de la
diminution de disponibilité de cette ressource redlel irremplacable. Elle est sans doute un
des aspects les plus inquiétants de la crise glatal'environnement dont est responsable la
civilisation contemporaine. Cette pollution des »eagst causée principalement par les
activités industrielles de I'hnomme. En effet L'irgltie est responsable de la quasi totalité des

rejets toxiques : métaux lourds et polluants orgaes persistants.

La responsabilité de tous, en tant qu¥memains, est de savoir répondre aux besoins
actuels sans limiter la capacité des générationsds a satisfaire leurs propres besoins. En

d’autres termes, préserver les différentes resssuraturelles, en priorité I'eau.

Le traitement des eaux usées, qu’ellesnsaikorigine domestique ou industrielle,
s’'impose afin de protéger la vie aquatique, et denpttre I'usage de l'eau en aval. Ceci

eviterait 'usage abusif de cette ressource siipuse.

Les traitements biologiques des eaux uséegerent étre les plus efficacgl|, car

contrairement aux traitements physico-chimiquessquai onéreux et qui ne font que déplacer
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la pollution en la concentrant, les traitementsldgmues quant a eux, permettent une

minéralisation totale des matieres organiquesmg/ant dans ces eaux Usées.

Dans les effluents industriels, parmi fdefts organiques les plus toxiques et les plus
fréquents, on trouve les phénols. Ces composémadiques utilisés dans diverses
industries ont un effet préjudiciable sur la vie aquatiqus, péantes et sur I'environnement

en généra)2].

On estime que les eaux usées contenant hgmop de l'ordre de 5-500 mg-L
sont jugées appropriées pour le traitement par @escessus biologiqued3].
Beaucoup de travaux ont fait 'objet d’étude debiadégradation du phénol : le traitement

aerobie et la digestion anaérobie, la biosorptieftc.

Dans le présent travail nous nous intéressea I'évolution de la biodégradation du
phénol parPseudomonas aeruginosa, en utilisant plusieurs méthodes d’analyse dansute
d’établir une éventuelle corrélation entre lesatightes techniques et de souligner I'efficacité

des unes par rapports aux autres.

ENP 2008 2
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Chapitre | : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

[-1 Généralités sur le phénol

[-1-1 Définition du phénol

Le phénol est un composé organique aromatiquerdaufe GHsOH, appelé aussi
hydroxybenzéne, acide phénique, ou encore acidelague. Il est composé d'un cycle
aromatique benzeénique et d'une fonction hydroxylest la plus simple molécule de la

famille des phénolBt].

OH

Figure I-1 Structure du phénol

I-1-2 Caractérisation

Les cristaux du phénol purifié sont ileces et en forme d'aiguilles. lls fondent a 43 °C
et bouillent a 182 °C. Stockés, les cristaux deweem roses et finalement brun-rouge.
A température ambiante, le phénol est soluble dlans et trés soluble dans les solvants

organiquegb].

Note: Dans la littérature, le point de fusion du phéest cité différemment. Il est compris
entre 40-43°C

Le tableau I-1 résume les principales propriétgsiojues et chimiques du phénol
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Tableau I-1 : principales propriétés physico-chimigies du phénol

Parametre Valeur Etendue Référence
Facteur de 1 ppm = 3,91 mg/m3 [6]
conversion 1 mg/m3 = 0,26 ppm
(dans l'air a 20 °C)
Masse molaire 94,11y 94,11 - 94,144 [6]
(g/mol)
Densité/eau 1.071 [7]
Point de fusion(°C) 41 40 - 43 [7]
Point d’ébullition 181,81 181,75 - 182 [6]
°C)
Pression de vapeur 28,7420 °@) 20 - 47,6 [6]
(Pa) 54,4 4 25 °@) 46.8-69.9
Solubilité dans I'eau| 83500 a 20 °@ 82 000 - 84 000 [6]
(mo/t 85700a25°@) 70 000 - 93 000
Température 715 °C [7]
d'auto-
inflammation (°C)
Point d'éclair (°C) 79 °C [7]

Constante de
Henry(Pa.m3/mol)

4,56.10-2 a 20 °C

4,02.10-2a 25 °C

[6]

Coefficient de 8,2.10° [6]
diffusion dans l'air
(cm2/s)
Coefficient de 8,8.10°%2) 8,5.10°-9,1.10° [6]

diffusion dans I'eau

(cm?/s)

(1) Valeur la plus fréquemment citée.

(2) Moyenne arithmétique de plusieurs valeurs.
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I-1-3 Fabrication

Le phénol est un composé d'une grande importanaghiemie organique industrielle.
Bien qu'il puisse étre extrait des goudrons ouades résiduaires des unités de craquage, le
phénol est produit en majeure partie par synthése procédé utilisant le cuméene comme
intermédiaire est utilisé a plus de 85 %. Il fltaoldvert en 1944 par Hock et Lang et il est

exploité depuis les années [&0).
Le principe de la méthode de Hock : elle compreoid phases

» Alkylation du benzéne avec le propylene pour foraeefisopropylbenzéne (cumene)

O h— O~

» Oxydation du cumene par I'oxygene de I'air donnaaissance a du tert-

hydroperoxyde

« Séparation en phénol et acétone

H+
Orfon <= O <<

Il existe une deuxiéme méthode, moaitilisée que la précédente, qui est la méthode

"Dow" qui consiste a oxyder du toluéne pour forrderl'oxyde benzoique puis a procéder a

une décarboxylation oxydante permettant d'obtempltenol6].

I-4 Production et utilisations

En 2005, le phénol a été produit a hautke 8 800 000 T dans le monde dont 26 %
aux USA. Le principal producteur est INEOS Phengcaune capacité de production de
1 600 000 T6].

Le phénol est principalement utilisé en synthesgamique. Il constitue la matiére

premiere dans la fabrication des résines phéndiquedu nylon, d'alkylphénols, de
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chlorophénols, et autres substances chimiquesstelle I'acide adipique, la phénolphtaléine,
I'acide picrique.

Il est également utilisé pour la désinfection, denfabrication de dissolvants pour peintures
et vernis, dans la fabrication de laques, de peisiude caoutchouc, d'adhésifs, de

durcisseurs, de matériaux isolants et dans l'ingusharmaceutiqui, 9].

I-1-5 Les rejets phénoliques et leur devenir dansgnvironnement
On s'attend a ce que la photo-oxydatiorsdiair et la biodégradation dans I'eau et le sol

soient les principaux facteurs de disparition déri.

[-1-5-1 Milieu aquatique :

Le phénol est plus lourd que I'eau et tarse déposer. Il se dissout lentement et, méme
dilué, continue de former des solutions toxiquess Bessus de 68.4°C, il devient
compléetement miscible a I'eau. En raison de s& fxicité dans I'eau, le phénol figure dans
la catégorie 2 de risque WGK (catégorie de risgeepdilution de I'eau) en République

fédérale d’Allemagnég]. C'est-a-dire qu’il est classé comme polluant peau.

[-1-5-Z Atmosphére:

Dans l'atmospheére, le phénol existe surtout eneplgageuse. En raison de sa courte
durée de vie, qui varie en général en fonction aeglitions atmosphériques, le phénol ne
devrait pas franchir de grandes distances danso&there. Il est susceptible d'en étre éliminé
par la photo-oxydation mettant en jeu des radidaydroxyle et nitrate, la photolyse et le
dépdt humide et s¢8].

[-1-5-ZSols:

Les propriétés physico-chimiques du sol qui influsur le devenir et le comportement
du phénol sont le pH, la capacité d'échange, laurean matiére organique et la texture du
sol. Le phénol peut participer a de nombreux pmuegntrainant son élimination, notamment
la biodégradation, I'adsorption et la désorptianydlatilisation et 'oxydation. La dégradation
microbienne aérobie ou anaérobie du phénol limiéffet de son accumulation, cette
accumulation est fonction de la présence de minéaagileux (forte affinité avec I'oxyde

d’aluminium)[9].
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I-1-5-4 Dégradation, produits de décompin :

La biodégradation des phénols naturels est en gétés bonne, de sorte qu'une
accumulation dans la flore ou la faune est peuabi@i6]. Dans le sol, une condensation
avec formation d'acide humique peut se produirerévanche, la dégradabilité des phénols
synthétiques est plus faible, car nombre d'entre ent une action bactéricide. Les
métabolites des phénols peuvent également étraaxé&pies[9]: la combustion incompléte
de 2,4,5-trichlorophénol peut donner naissance a diaxine TCDD (2,3,7,8-
tétrachlorodibenzo-para-dioxineEn regle générale, la dégradation biologique emdrai
d'abord la formation de pyrocatéchine, de o-quinend'acide dicarboxylique, puis d'acide

acétigue et de CO

I-1-6 Pathologie et toxicologie

Les phénols de synthése sont plus toxigiemoins dégradables que les phénols
existant a I'état naturel. Plus ils contiennentataes de chlore ou d’'azote, plus leur toxicité
est forte. Ainsi, le "pentachlorophénol” est le plioxique des chlorophénols, et le
trinitrophénol (acide picrique) le plus toxique desophénols. Il convient donc de surveiller
et de réglementer ces rejets de composés syntbstidl].

Le phénol est un produit caustique dangerié peut pénétrer dans I'organisme par voie
cutanée, par inhalation ou accidentellement pagstign, il exerce a la fois une action locale

sur la peau et les muqueuses et une action gesgradierganismeg?7].

[-1-6-1 Etude chez 'hnomme

Les intoxications aigués professionnell@st sares et interviennent essentiellement par
voie cutanée, la faible volatilité du phénol linmtdes risques d’inhalation de concentrations
importantes. La gravité de lintoxication cutanést éonction du temps de contact, de
'étendue de la zone exposée, de la concentrateradsolution et de la susceptibilité
individuelle du sujet. Les symptdmes apparaisserg tapidement (en 15 a 20 minutes) :
maux de téte, faiblesse musculaire, étourdissentemible de la vision et de l'audition,
respiration rapide et irréguliere, pouls faiblertpele conscience, la mort pourrait survenir par
défaillance respiratoire (entre 30 minutes et quetgheures apres le contact) ; en cas de
rémission, on observe des atteintes rénale etijépat
L’inhalation donne en plus, des signes d'irritati@spiratoire avec toux et dyspnée ; en cas

d’'ingestion, en plus de l'effet caustique sur ldeudigestif, on observe des troubles
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neurologiques, cardio-vasculaire, une cytolyse tigpa, une méthémoglobinémie avec
hémolyse et une nécrose tubulaire rénale.
Les projections sur I'ceil de phénol ou de solutiaescentrées provoquant une irritation
sévere qui peut aller jusqu’a la destruction dedmée s’il 'y a pas de décontamination
immédiatg7].

L’intoxication chronique se caractérise pes troubles digestifs, des troubles nerveux
et des troubles cutanés. Dans les cas séverest®nme atteinte hépatique et rérj@le

I-1-6-2 Etude chez I'animal

Le phénol est toxique pour les poissoiesiconcentrations trés faibles de 'ordre de
5 a 25 mg/l[11,12] L'ensemble des études de toxicité aigué réaldéz les différentes
especes de mammiferes montre que la souris, léerkdpin et le chien ont des sensibilités
assez comparables ; le chat en revanche est nettptue sensible.
Quelle que soit la voie d'intoxication, les effsistémiques sont identiques et ils apparaissent
rapidement, des convulsions séveres et une perteodscience ; la fréquence cardiague
augmente puis baisse et devient irréguliere ;daitm artérielle, apres une Iégére élévation,
chute de facon importante. A l'autopsie, on meteidence des lésions rénales. Localement
le phénol exerce une action corrosive sur les gis€lest un irritant sévere pour la peau et
pour les yeux.
En ce qui concerne lintoxication chroniqyé$, les études faites ont montré que les animaux
exposes présentaient des difficultés respiratoitess contractions musculaires et des
convulsions, des paralysies, des phases dépressivas perte de poids. A l'autopsie, il a été
observé une nécrose étendue du myocarde, une pnieutobulaire aigue, des lésions des

vaisseaux, du foie et des reins.

I-2 Biodégradation du phénol

I-2-1 Définition

La biodégradation est I'ensemble des mécanismesatsformation d’'un composé
organique en différents sous-produits, par l'actides microorganismes (bactéries et
microbes). Ces composés sont convertis en, €D, CH,, CI..., mais aussi en produits

organiques simples tels que les acides organiqdes4]
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[-2-2 La biodégradation du phénol

Beaucoup de bactéries peuvent utilisgpHénol comme seule source de carbone et
d’énergie. La dégradation du phénol a été obseaussi bien dans des conditions aérobies
gue dans celles assurant 'anaérobiose. Ceperdgmiycédé aérobie a été considéré le plus
efficace avec sa facilité d’application. De plugs Iméthodes de cultures anaérobies

nécessitent une longue phase d’adaptation contrairteaux conditions aérobify.

[-2-2-1 En aérobiose

Les difféerentes études menées sur la biodégraddtigphénol ont permis l'isolation de
beaucoup de bactéries aérobies pouvant métabobseomposé et ont permis aussi de bien
établir les voies de la dégradation aérobie du ghft]. La premiere étape consiste en
l'oxygénation du phénol par une enzyme : I’hydrasg pour former le catéchol.

Le mécanisme de la biodégradation du phénol estsepté dans la figure suivante :

NADH, H* NAD*

U COOH
Hy: d:n:m'n @ U »
Phénol @ Catéchol

0, H;0

Ortho-quinone Acide Muconique

GH; - COOH
» CH;COOH » CO:+H0
l_  CH,-COOH

Acide Succinique Acide Acétique

Figure 1-2 Mécanisme de la biodégradation aérobieas phénol427]

[-2-2-2 En anaérobiose
On a observé la croissance anaérobie sur le plpénoldiverses bactéries ; dans tous
les cas étudiés, le phénol a semblé étre carb@xyk-hydroxybenzoate et la croissance sur

celui-ci dépendait de la présence de;Cl3].
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[-2-3 Les principales bactéries pouvant dégrader le gnol

La littérature rapporte qu’'un grand nombre de nuoganismes, essentiellement les
bactéries aérobies, sont capables de déegradeftembpprace aux enzymes qu’elles peuvent
secréter pour métaboliser ce composé. Parmi leggetoncernés on cite : IBseudomonas
les Vibrions les Enterobacteries les Alcaligenes les Azotobacter les Rhodococcusles

Phanerochaeret lesCryptococcugl].

[-3 Croissance bactérienee culture pure

I-3-1 Représentation de la croissance

Lorsque les conditions du milieu sontdia@bles (présence de nutriments, température
et pH favorables, absence d’antiseptiques ou biatijues...), la croissance microbienne suit
la courbe de la figure I-3 ou on peut distingugrpdiase$15,16,17]:

1. phase de latence cette période sépare le moment de I'inoculatiom@dment ou la
croissance devient perceptible. C’est une péricaigagtation des microorganismes a leurs
nouvelles conditions de vie.

2. phase d’accélératiorphase de démarrage de la croissavee augmentation de la
vitesse de celle-ci.

3. phase de croissance exponentielieirant laquelle la vitesse de reproduction
cellulaire est maximale ainsi que le taux de ceoiss.

4. phase de ralentissementla vitesse de croissance diminue, il y a épuisegrdes
nutriments du milieu de culture et accumulation déshets.

5. phase stationnaire: il y a inactivation totale de la culture dontnlembre d’individus
n‘augmente plus, ceci est di a un facteur limitkamts I'environnement.

6. phase de déclin les ressources sont épuisées et le nombre dériesatiminue, on

assiste a une lyse cellulaire.
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t (h)

Figure 1-3 Courbe de croissance bactérienne en nelu liquide adapté non renouvelé (en
abscisse figure le temps d’incubation et en ordoneda valeur logarithmique du nombre
de bactéries) [16].
I-3-2 Parameétres de croissance

La croissance exponentielle peut étreidépar I'un des deux parametres suivants : le

temps de génération (tg) ou le taux de croissaxperentielle (W).

[-3-2-1 Le temps de génération
Le temps de génération (tg) est le tedgpdoublement de la population, autrement dit,
c’est I'intervalle de temps qui sépare deux donsi successivg$7,18]

Si  n:le nombre de divisions et t:letsmp

Alors tg=t/n...... (1)

I-3-2-2 Le taux de croissance
Pendant la phase de croissance expohenligelogarithme de la concentration en
biomasse (In X) varie linéairement en fonction eonps (figure I-3).

Si'on noteX, la concentration en biomasse au tergpgrt aura :

INX—=InXg=p (t—8) ............ (1)

Ou la constante p apparait comme le taux de crussexponentielle qu’on note. (h™).
Durant cette phase, I'accroissement du nombre eladas suit une progression géométrique
d’ordre 2[17,18]

X =2Xo

n=t/tg =pt
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X =% X,
Le passage au logarithme donne
INnX=ptin2+InX.................... (1)

Ainsi le taux de croissance exponentiell@peut étre déduit a partir des courbes de
croissance en tracant In X en fonction du tempgdrete de la droite étant égale a p In2.
D’ou pu =la pente/In 2.

Si on reprend I'expression (I1)

Et pour X=2X, => (t—¢)=tg

L’équation devient :

In (X/X0) = Pmaxtg  => In 2 = phaxty

D’ou tg = 0.69 / phax

I-3-3 Modélisation des courbes de croissance

La croissance microbienne fait intervede nombreux facteurs qui exercent une
influence directe sur le mécanisme de croissanderet sur la cinétique.
Les premiéres recherches, ayant pour but la madiéliis de la cinétique de croissance, ont
considéré comme hypothése de départ que le passagbhase de croissance ralentie était
causé par I'épuisement du substrat principal. Darrecherche de la fonction de dépendance
K = f(S) a servi de point de départ a un certain nombr@édearches de modélisatifiv].
La cinétique de croissance bactérienne est génggatemodélisée par les deux modéles

suivants :

[-3-3-1 Le modele de Monod
C’est le modeéle le plus ancien et le plus utillspermet de donner une bonne
description de la plupart des fermentations en nerapproximation. Il s’agit d’'un modele

empirique, dont I'expression est la suivante :

Miax £
Ks+ S

M=
Ou Ks a la signification physique d’'une concentrationilsau-dessous de laquelle le taux de
croissance devient sensiblement dépendant de t@otyration en substrat principal, c’'est la

concentration en substr@torrespondant a un taux de croissance demi-maxjnalunay2).
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Sétant la concentration du substrat (Mp[L7,2].

[11-3-3-2 Le modele de Haldane

Le modéle de croissance de Haldane achtidsi en raison de sa simplicité
mathématique et pour la considération du phénordé&nkibition par excés de substrat. En
effet, beaucoup de substances ont un effet inlibger la croissance des microorganismes si
leur concentration dans le milieu est fg&es].

L’équation de cinétique de croissance de Haldanda®ée par I'expression suivante

umax[S
M= Cr
Ks+ S+ (S°/Ki)

Ki représente la constante d’inhibition.
L’équation de Haldane est souvent uglipdur décrire la croissance cellulaire sur le
phénol, car ce dernier devient un inhibiteur dertassance si sa concentration dans le milieu

est élevé¢l9].

[-4 Geénéralités sur le genPgeudomonas
Le genrePseudomonagie la famille desPseudomonaceaeomprend plus d’une
centaine d’especes. Toutefois, certaines especésies synonymes et au moins 11 espéces

ne sont pas d'authentiqgueseudomonal0].

I-4-1 Caractéres bactériologiques

Le genrePseudomonasenferme des bacilles a Gram négatif, droits aerément
incurvés, de 0,5 a 1,0 um de diametre sur 1,5 quBJou plus) de longueur, non sporulé,
trées généralement mobiles grace a un ou plusiéagsllies polaires, aérobies, a métabolisme
strictement respiratoire, utilisant I'oxygene comaweepteur final d'électrons (les nitrates sont
parfois utilisés comme accepteur d'électrons cepguinet une croissance en anaérobiose),
chimio-organotrophes, catalase positive, oxydas@bia, non indologenes, ne produisant pas

d'acétoine et ne cultivant pas a un pH inférie@y5a
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Figure 1-4 Profile d’'un Pseudomonas: Gram’, mobile par flagelles polaires [21]

Quelgues especesRieudomonasont capables d'utiliser des sucres comme soerce d
carbone et d'énergie en produisant de faibles géand'acides. Cette acidification résulte
toujours d'un métabolisme oxydatif, elle est towgoiaible et elle ne s'observe que lorsque les

conditions d'oxygénation sont bonnes.

La plupart deBPseudomonasont tres ubiquistes et elles sont isolées da (eaux
douces, eaux saumatres, eaux de mer), du sol,adssipres en suspension dans l'air et des
végetaux. Les souches ubiquistes ont généralenmentrés large versatilité nutritionnelle et

elles peuvent vivre dans des niches écologiqusgitverses.

En raison de la richesse de leurs voiésaboliques, elles sont souvent capables de
résister a de nombreux antiseptiques ou antibiesigpe qui explique leur présence de plus en
plus fréequente en milieu hospitalier. De nombreusasches sont psychrotrophes et elles
peuvent altérer des denrées alimentaires, desfséaictiogiques, des solutés injectables et le

sang ou les dérivés sanguins conservés au[0jd

I-4-2 Diagnostic bactériologique

LesPseudomonassolés en médecine vétérinaire, n'ont pas d'exggeparticulieres et
l'isolement peut étre réalisé sur de nombreux milid'usage courant. Leur température
optimale de croissance est inférieure a 37 °C ®tblaites devront étre incubées a 30 °C.
Le diagnostic présomptif du genkseudomonasioit étre évoqué devant: des bacilles

mobiles, a Gram négatif, aérobies, oxydase positiveon indologend4 8].

I-4-3 Métabolisme desPseudomonas
Les espéces du gerfPlseudomonaditilisent plusieurs voies métaboliques ce qui leur

permet d’assimiler un tres grand nombre de subdstestprincipales voies sont :
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* La voie d'Entner Doudouroff.

* La voie dup-cetoadipate.

Certaines bactéries suivant cette dezmiie sont utilisées dans la décontamination
des sites pollués par des composés aromatiqueslemap(comme le toluéne et les
hydrocarbures aromatiques polycycliques HREE).

Toutes les voies convergent vers le cgeeKrebs et permettent de fournir I'énergie

nécessaire au développement des bactéries.
I-4-4 Pseudomonas aeruginosa

I-4-4-1 Caractéres bactériologiques

Appelée aussi Bacille pyocyaniqgueseudomonaseruginosaest l'espece type du
genrePseudomonad.es souches de cette espece sont a Gram négagifitaées de bacilles
de 0,5 a 0,8 um de diameétre sur 1,5 a 3,0 um dpudam, se présentant de maniére isolée ou
groupés par deux ou en courtes chaines, non spoetlénobiles grace a une ciliature
monotriche (quelques rares cellules portent cepengéusieurs flagelles polaires). Les
souches de I'espedeseudomonageruginosa produisent le plus souvent des pigments, de la

pyoverdine et de la pyocyanine essentiellenf2oit

Figure I-5 Pseudomonas aeruginosa (coloration de Gram) [22].

Pseudomonasaeruginosa assimile de nombreux composés carbonés (acétamide,
acétate, D-alanine, L-arginine, butyrate, géranglycose, lactate, malonate, mannitol,

propionate ...), mais elle n'utilise aucun des cmsdp suivants : I'adonitol, I'inositol, le
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maltose, le mucate, le saccharose, le sorbitad ét¢halose.Pseudomonaaeruginosaa la
propriété d’étre catalase et oxydase positives, edl également nitrate réductase positive et
peut ainsi respirer les nitratddseudomonaaeruginosaest incapable de fermenter le glucose
[20,23] Le germe pousse a 42 °C, mais aucune culturé abésnue a 4 °C ou a 46 °C. La
température optimale de croissance est comprise 8@tet 37 °CPseudomonaaeruginosa

est facilement cultivée sur les milieux d'usageraotu en bactériologie (gélose nutritive,
gélose trypticase-soja, gélose de Mueller-Hinta¥lpge au sang ...). Les cultures dégagent

une odeur trés caractéristique de seri2ga

Les colonies deéseudomonasgeruginosasont de trois types :
1) Les coloniesa (large) sont grandes, rugueuses avec un censéphabé (colonies en
ceufs sur le plat) et un bord irrégulier.
2) Les coloniesm(small) sont rondes, petites, convexes et lisses.
3) Les colonies muqueuses sont bombées, opaqupgeuses, filantes, ou parfois coulantes.
Elles possédent une pseudocapsule constituéenditdgi
Les souches isolées de prélevement cliniques dogéeéralement des coloniesalors que

les souches isolées de I'environnement donnedisespuvent des coloniesn[20].

I-4-4-2 Habitat et pouvoir pathogene

Pseudomonaseruginosaest l'espéce bactérienne dont I'habitat est Is paste. Elle
vit a I'état saprophyte dans I'eau et les sols Hem(elle résiste mal a la dessiccation) ou a la
surface des végétaux. Elle vit également a I'@atnoensal dans l'intestin de 'homme et des
animaux. Plus rarement elle est isolée de la péades muqueuses de I'homme et des
animaux. Les solutions antiseptiques contaminéeseptent un danger potentiel important. Il
s'agit soit d'antiseptiques inactifs sur le gerpa €xemple les solutions a base d'ammonium
guaternaire) soit de la présence de mutants rétistades antiseptiques habituellement actifs
[20,24]

Pseudomonaeruginosapossede un grand nombre de facteurs de virulen@a§ un
réle dans la colonisation, la survie de la bactétid'invasion des tissus. Elle peut étre
impliqguée dans des infections communautaires e$t dene des bactéries les plus
fréquemment isolées lors d'infections nosocomialeslle seule, elle représente environ 90 p.
cent de tous lefseudomonassolées au laboratoird?’seudomonaseruginosaest peu

virulente chez les individus normaux et, au congrdirés pathogene chez les sujets dont les
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moyens de défense sont altérés. Elle est le ppalgs bactéries pathogenes opportunistes et

elle est isolée d'infections trés diverfa,24]

I-4-4-3 Diagnostic bactériologique

L'isolement peut étre réalisé sur de naunb milieux. Des milieux sélectifs, contenant
un ammonium quaternaire (cétrimide ou bromure deyttéméthylammonium), permettent
d'isoler le germe a partir de prélevements contamiutre son effet sélectif, la gélose
Pyocyanosel (bioMérieux) a comme constituant de basilieu de King A et elle favorise la
production de pyocyanine. Le diagnostic présontaiiigenrePseudomonasdoit étre évoquée
lorsque les bactéries sont mobiles, a Gram négatifibies strictes, oxydase positive et non
indologéenes. Le diagnostic bactériologique des lesitypiques est facile, il est fortement
orienté par I'aspect des colonies et I'odeur diésres. La mise en évidence de la pyocyanine

(milieu de King A) et de la pyoverdine (milieu dénl§ B) suffit & assurer le diagnosf0].

I-4-4-4 Sensibilité aux antibiotiques
Pseudomonaaeruginosagprésente une résistance naturelle a de nombreilatigues et, au
cours du temps, les souches ont développé une¢argstsacquise. La résistance résulte d'une
imperméabilité de la membrane externe, d'un phénendéefflux, d'une altération des sites
d'action ou de la production d'enzymes dégradartiééa-lactamines et les aminosides.

La présence de plasmides et de phaggsetéms explique les nombreuses variations
géneétiques observées dans cette espece et eligusx@u moins partiellement, la fréquence

des souches polyrésistantes aux antibiotifR@s

[-5 Méthodes globales de mesure de la pollution

[-5-1 Evaluation de la pollution
La plupart des effluents pollués, qu'’ils soientrijmme urbaine ou industrielle, sont des
meélanges trés complexes caractérisés par I'extr@mabilité dans le temps de leur débit et
de leur niveau de pollution. C’est pour ces raisangue les analyses chimiques longues et
complexes sont inutiles et qu’on ait recours astst’globaux. Ces tests sont spécifiques
d’'un ensemble de propriétés ou de produits :
- Produits biodégradables,

- produits oxydables dans des conditions réacgles précises,
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- hydrocarbures,
- matieres ionisables,
- matiéres en suspension...

Parmi les tests globaux les plus utilisees plus représentatifs de la pollution figairen
les tests de demande en oxygene. Que cette dersaibdéorigine chimique ou biochimique,
elle correspond en effet a I'évolution spontanédrnoposée d’'un effluent vers une certaine
stabilisation. Elle est a la fois la mesure d’'uaetip généralement importante de la pollution
et un indice de traitabilité.

Dans ces tests globaux, il est esseti@éfinir un”équivalent de pollution qui serve
d’'unité de mesure commune a tous les composants ehigemble. Ainsi dans les tests
d’oxydabilité chimique ou biologique, cet équivaleera la demande en oxygéne exprimée
en mg de @par litre d’effluen{17].

I-5-2 Mesure de la demande biochimique en oxygenéBO

I-5-2-1 Principe

La demande biochimique en oxygene est la quantiteygene consommée par les
microorganismes aérobies pour assurer I'oxydatiola estabilisation de tous les composeés
présents biodégradables.

C’est de tous les moyens d’évaluer uniéution, le plus ancien, le plus utilisé mais
aussi le plus ambigu et par conséquent le plus@aarsé. En fait ce test est tres difficile a
cerner du point de vue théorique car il recouvretnés grand nombre de phénomenes

élémentaires se déroulant simultanément ou sugeessni17,25]

[-5-2-2 Méthodes de mesure le la DBO

Il existe deux types de méthodes clagsiget une méthode indirecte d’introduction
récente.

[-5-2-2-1 Méthode des dilutions

Elle consiste a diluer I'échantillon aabyser avec une eau ne présentant aucune
demande propre en oxygeéne et dont la concentrationxygene dissous est proche de la
saturation[17]. On mesure la concentration en oxygene dissousédiatement apres le
mélange et apres 5 jours d’'incubation a I'obscwit0°C. La différence des concentrations
multipliées par le taux de dilution donne la DBO
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Dans le cas des eaux industrielles, il est néaesdai faire un ensemencement. La souche
utilisée doit étre adaptée aux produits a dégracktte précaution est indispensable afin
d’éviter une période de latence qui fausseraitgigosment la DB@

[-5-2-2-2 Méthode manométriques

Elles consistent a réaliser une culturdatich, en atmospheére close. Si le,diGeéré est
fixé sur une cartouche de potasse, la variatiomadagression enregistrée sur I'atmosphére
surmontant la culture est due a la consommatioryd@ne que I'on peut ainsi évaluer.
Ces méthodes manométriques semblent en génératgueductibles que les méthodes de
dilutions et elles ont surtout I'intérét de permefiacilement de tracer la courbe de la DBO en
fonction du temps qui apporte des informations lsucinétique de dégradation qui ont
beaucoup plus d’importance que la valeur numérigee la DBQ . Ces méthodes
manometriques permettent aussi de travailler sarvidumes d’échantillon beaucoup plus

importants et donc plus représentatifg].

[-5-2-2-3 Méthode indirecte dBATROUX et MORFAUX
Cette méthode repose sur l'idée que rmdefinal de I'oxydation du carbone, que ce
soit par voie biologique ou chimique, est le J07], donc que I'on peut terminer rapidement

par voie chimigue une oxydation qui a débuté p& bmlogique. Ce qui revient a poser :

DBOs =DCQ)— DCG
Ou la DCQ est la DCO de l'effluent au temps zéro et RA®ODCO de 'effluent ensemencé
apres 5 jours d’incubation a 20°C. L'oxydation chjoe portant sur les deux cas a la fois sur
les matiéres carbonées dissoutes, sur les substahiriques présentes et sur la biomasse

introduite ou édifiée.

I-5-2-3 Etude du phénomeéne

La réaction biochimique se déroulant damflacon a DBO est identique a toutes celles
qui sont relatives aux fermentations aérobies effeftue en deux phases distinctes et
successive$25]. Au départ, la matiere organique est utilisée Iparmicroorganismes pour
assurer leurs besoins énergétiques et de croisdaroaésulte une consommation d’oxygéne
et une croissance microbienne. Aprés disparitionlalenatiere organique initiale, les
microorganismes continuent a consommer de I'oxygpoer assurer leur métabolisme

endogene. Aprés oxydation compléte, le procesdwcheveé. Ce stade définit la DBO ultime.
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[-5-2-4 Tests détraitabilité "

Tous les DBO-metres pourvus d'un enregiisent de la demande en oxygéne sont
utilisables pour effectuer des tests de traitabdiir un effluent. La méthode consiste :

1) a mesurer la demande en oxygéne suculture amenée en phase de respiration
endogene pour avoir une référence,

2) a ajouter des quantités plus ou monmortantes de I'échantillon a tester et a
mesurer la demande en oxygéne qui en résulte.

Ainsi une augmentation de la demandexggéne est considérée comme un bon indice
de traitabilité alors qu’une diminution indiquepeésence de toxiques ou d’inhibite(its].
La figure 1-6 donne quelques courbes types obtepaesette méthode :

* Pour un composé toxique, on remarque une baissmgerde la DBO ;

» Lorsqu’il s’agit d’'un composé inhibiteur a concextion élevée, la DBO augmente
légerement au début puis décroit considérablementiu’il y a une inhibition de la
croissance ;

e Pour un composé non biodégradable et qui ne peseistine toxicité, les bactéries
sont en phase de respiration endogéne et la DB&yistnée est nulle ;

» Dans le cas d’un composé biodégradable, la DB® josnu’a atteindre une valeur

maximale correspondant a la DB{e -

Demande an oxygéne en %o de la
la demands en respiration

4 endogéne i ;
effluent facilement biodéoradable

- effluent contenant i composé dégradable 4 faible
* poncentration inhibiteur 4 concentration élevée

j'}?"\
q_:_ e —_— _ o effluent non biodégradable mais tion toxigue
R

—

—

o effluent contenant un composé inhdbiteur 4 toutes
coticentrations

-
Concentration de leffhient testé
dans l'eftfhent de réference

Figure 1-6 Courbes types obtenues dans des tests tdaitabilité [17]
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I-5-3 Mesure de la demande chimique en oxygene : [@C

I-5-3-1 Principe

La demande chimique en oxygene reprédantpiantité d’oxygéne nécessaire pour
oxyder, dans un certain contexte réactionnel, l@isstances oxydables contenues dans

I'échantillon. La DCO intéresse indifferemment egstances minérales et organigu&s.
Par ailleurs, la technique de la DCO présentéasDBO les avantages suivants
- Plus grande précision: I'écart standard pold @O serait de 8 % contre 20 % pour la DBO.

- Plus grande rapidité : la mesure s’effectuewgques heures.

[-5-3-2 Méthodes de mesure le la DCO

Parmi les principaux oxydants qui ontgconisés pour la mesure de la DCO on peut
citer le permanganate de potassium, le sulfatguetiet I'acide iodique. Mais actuellement,
c’est la méthode au bichromate de potassium quagsus utilisée car le permanganate, les
sels cériques et iodiques se sont révélés étrexdemnts trop faibles, laissant inattaquées des
proportions importantes de matiere organiqa&$.

La procédure normalisée dans les Standattiods fait appel a une oxydation a chaud
par le bichromate de potassium. Du sulfate d’argmttajouté comme catalyseur, utile en
particulier pour permettre I'oxydation des compoaésmatiques. Les chlorures interferent
sur la DBO parce qu'ils précipitent les ions*Ateur élimination est réalisée par addition de
sulfate mercurique. La teneur maximale admissibletdorures est de 3 mgfl[17,25]

On peut considérer que, dans ces condities composés présents sont oxydés a plus
de 95 %. Il existe cependant des exceptions conanmyridine qui n’est pratiguement pas
dégradée et les carbures aromatiques qui le s@oimipletement. Une autre exception
concerne I'azote ammoniacal qui reste sous formeHieou NH," [17].

Les méthodes utilisant des réactifs chiras sont les méthodes classiques qui ont fait
I'objet de diverses tentatives d’automatisationcét@ment les méthodes instrumentales ont
fait leur apparition, on peut citer comme exemmeniéthode de TAquaratof ou "CO,
demandé qui consiste a faire réagir les matieres orgarsg@wec un courant de G@ 900°C
sur un catalyseur en platifie7].

La DTO (demande théorigue en oxygene)ocdesposés organiques peut étre calculée
sur la base de I'équation d’oxydo-réduction. AilasDTO correspondant a I'oxydation de 1 g

de phénol est calculée comme suit :
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C,H.OH +70, M  6CO, +3H,0

(1000 [ (224)
©4

DTO= =2383ngQ,/ g de phénol

I-5-3-3 Relation entre la DCO et la DBO

La DCO peut étre réalisée plus rapidentpré la DBO et donne une image de la
matiére organique présente, pour cela il est inaportie développer des relations entre la
DBO, laDCO et la DTO.

Dans le cas d’'un composé totalement lgatfable, tel que le glucose, la DRfe
représentera environ 90% de la DTO et dans cda@CO mesurera la demande théorique
en oxygeng25]. On a donc :

pco =22 - pro
0.9

Le rapport DCO-DBO5 permet d'évaluetdeactere biodégradable de la matiere

organique. On convient généralement des limitesasted26]:

« DCO/DBGs< 2 : I'effluent est facilement biodégradable ;

« 2<DCO/DBG< 3: I'effluent est biodégradable avec des souskéctionnées ;

« DCO/DBG;> 3 : I'effluent n’est pas biodégradable.
Généralement, la DCO vaut de 1,5 a 2 fois la ppaur les eaux usées domestiques

La relation empirique suivante lie la DBQa DCO et la matiere organique de
I'échantillon (MO) :
MO = (2 DBGQ;+ DCO) / 3
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Chapitre Il : MATERIEL ET METHODES

lI-1 Matériels :

lI-1-1 Matériel biologique :

La bactérie utilisée dans ce travail 8studomonas aeruginosa ATCC27853 fournie
par I'Institut PASTEUR d’Alger, elle est conservae réfrigérateur a une température de 4°C

sur milieu gélosé incliné de conservation.

[1-1-2 Milieu de culture:
Le milieu de culture utilisé est un milieninéral liquide contenant le phénol comme
unique source de carbone et d’énergie et des étém@néraux indispensables a la croissance

desPseudomonas aeruginosa. La composition de ce milieu est citée en anneXe N

[1-1-3 Produits et matériels utilisés :
» Les réactifs utilisés pour le dosage du phénobat fa détermination de la DCO sont
cités en annexe N°2.

* Les différents matériels utilisés sont résumésneae N°3.
II-2 Méthodes d’analyse:

lI-2-1 Mesure de la croissance bactérienne

La densité de biomasse a été déterminée au moyearsgectrophotomeétre UV-visible
en mesurant I'absorbance a une longueur d’ondeOfenén, en se référant a un blanc ne
contenant que le milieu de culture. La mesure d#elssité optique doit étre inferieure a 0.7
pour pouvoir appliquer la loi de Beer-Lambgr®]. La valeur de la DO est ensuite convertie
en poids cellulaire sec par le biais d’une couwdtgtalonnage présentée en annexe N°4 dont

I'allure est une droite d’équatidf3] :

X (mg/l) = 434.78 DO (a 600 nm)
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[I-2-2 Dosage du phénol

Le phénol a été mesuré par méthode coétrique apres réaction avec la 4-amino
antipyrine. Il s’'agit de la condensation en milieasique de l'ion phénate sur la 4-amino
antipyrine en présence d’'un oxydant, I'hexacyamateflll) de potassium (ferricyanure de

potassium).

H;C NH, HyC N=<:>:O
P 10 +®0’ — N io
N

HyC”

+3HO+4¢
+30H

95 i
[Fe(CN)g] +&& — IFfe(Cl\l)é.]4

Figure 11-1 la condensation du phénol avec la 4-amb antipyrine

Le complexe ainsi formé est de couleur eodgnt I'intensité dépend de la concentration
en phénol. Cette méthode a une limite de détecteob mg/l d’ou la nécessité de faire des
dilutions quand on travaille & des concentratidagéeq27].

La concentration inconnue en phénol est détermemanesurant la DO a 510 nm au

spectrophotometre UV/visible et en utilisant larx@ud’étalonnage présentée en annexe N°4.

La concentration est déduite de I'équation dedétel suivante :
[phénol] (mg/l) = 0.1109 DO (a 510 nm)

[I-2-3 Mesure de la DCO

La méthode pratiquée est la méthode au bichronepothssium dont le principe est le
dosage colorimétrique du chrome trivalent formécaurs de la réaction d’oxydoréduction
dans des conditions bien définies : milieu fortemacide, a chaud (température 150°C)
et pendant 2h. L’intensité de la couleur est prbponelle a la quantité de bichromate de
potassium réduii28]. La concentration de la DCO de I'échantillon, iixy@e en mg/l @ est
déduite, apres mesure de la DO a 600 nm, de [ti&qude la courbe d’étalonnage présentée
en annexe N°4:

DCO (mg/l @) = 0.0003 DO (a 600 nm)
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[I-2-4 Mesure de la DBO

La méthode adoptée est une méthode marique utilisant un respirometre Oxitop
(WTW). La mesure repose sur une mesure de la pressins un systeme clos. Les micro-
organismes qui se trouvent dans I'échantillon comeent I'oxygene en formant du CO?2.
Celui-ci est absorbé par NaOH. Il s’ensuit une dégion dont la mesure peut étre lue

directement dans la DBO en mg/I.

Figure II-2 respirométre Oxitop (WTW)

Deux flacons ont été utilisés :

- Le premier servant de référence, contient 22.dumhilieu de culture sans phénol, afin de
mesurer la consommation en oxygene due a la réspiendogene des bactéries.

- Le deuxieme contient un volume de 22.7 ml préthwdéermenteur au début de I'expérience.

La lecture de la DBO se fait directement sur urii®ocontrdleur.

11-2-5 Conduite de la culture en bioréaeur

»  Préparation de la culture bactérienne

Des colonies dederuginosa sont prélevées d'un tube de conservation a I'aideed
pipette Pasteur stérile et ensemencées dans om tantenant du bouillon nutritif. Apres 48h
d’incubation a 37°C, un trouble indique une craicsabactérienne.

Apres centrifugation pendant 15 mn a uibesse de 6000 tours/mn, dans des tubes
préalablement stérilisés, on récupere les bactanpestir du culot et on fait un lavage avec de
'eau distillée stérilisée afin de les débarrasgeitoute impureté comme le bouillon nutritif
par exemple. Ensuite, on fait une deuxieme ceigiation et les bactéries cette fois-ci sont
mises en suspension dans 15 ml d’eau distillélis&i Un volume de 10 ml constitue
inoculum et les 5 ml restants servent a mesweaille de I'inoculum par lecture de la DO a
600 nm.
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»  Culture en bioréacteur

Pour assurer le bon fonctionnement duébicteur dans des conditions d’asepsie, nous

avons procédé comme suit :

1. Stériliser le fermenteur de volume de 21, coatgn 1 | de milieu de culture, a 120°C
durant 20 mn a l'autoclave.
2. Devant un bec bunsen :
» Ajouter par filtration stérilisante les solutions @aC} et FeSQainsi que le
phénol.
* Ajouter I'inoculum de 1%.
3. Fixer les conditions opératoires (température ¢€3taible agitation, aération de
0.42 I/mn d'Q).
4. Des prélevements sont effectués stérilement antievalles de temps réguliers.

[I-2-6 Mode opératoire
Pour la mesure de la biomasse, de laerdration en phénol et de la DCO, le protocole

expérimental suivant a été adopté :
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Dans des conditions
d’asepsie, prélever
15 ml d’échantillon

Dosage du phénol

Mesure de la DCO

Mesure de la biomasse

= Centrifugation d’environ 7
ml de I'échantillon pendant
15 mn a une vitesse de
6000 tr/mn.

= Prélever 2.5 ml de
I'’échantillon et I'introduire
dans une éprouvette.

= Ajouter lentement

= Bien homogeénéiser
I'échantillon

= Déterminer la DO a

1.5mlde 600 nm parle

= Dilution de 3 ml du la solution de digestion. spectrophotometre.
surnageant dans une fiole de= Ajouter lentement 3.5 ml du

100 ml avec de I'eau réactif acide.

distillée. = Visser fermement le bouchon

» Verser dans un bécher, | et mélanger a I'agitateur.

ajouter 5 ml de la solution | = Porter a reflux dans un bloc

tampon et agiter. chauffant a une température de

= Ajouter 1 ml de la solution 150°C pendant 2h.

de 4-amino- antipyrine et | = Retirer I'éprouvette du bloc

agiter. chauffant et laisser refroidir a l1a

= Ajouter 2 ml de la solution| température ambiante.

de ferricyanure de potassium= Lire la DO a 600 nm au

et agiter. spectrophotometre.

= Laisser la coloration se

développer pendant 5 mn et

lire la DO a 510 nm au

spectrophotometre.
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[I-2-7 Dispositif expérimental

1-Bain marie ;
2-Barreau magnétique ;
3- Bioréacteur ;

4- Diffuseur dair ;

5- Plaque d’agitation ;
6-Point de prélévement

Figure 11-3 dispositif expérimental
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Chapitre Il : RESULTATS ET DISCUSSIONS

En se référant a la thése de Magistef[1d] réalisée au sein de I'équipe, et dont le
théme porte sur I'étude de linfluence des condgiopératoires sur la dégradation du phénol
par Pseudomonas aeruginosa, nous avons fixé les conditions opératoires qui eErmis
d’avoir les meilleurs taux de dégradation. Il stadjune température de 37°C, d’'une aération
de 0.42 I/mn d'Q et d’'une concentration en phénol inférieure a 58§l (concentration
d’inhibition). Nous avons utilisé le milieu minéralec une concentration initiale en phénol

fixée a 100 mg/l tout au long des expériences ngenée

[1I-1 Influence de la nature du milieu de culture & de la taille de I'inoculum sur la
dégradation du phénol
Pour que les bactéries aient uniqguemenphHénol comme source de carbone et
d’énergie, nous avons utilisé deux milieux dépoargta substrat carboné, le premier contient

uniquement de I'eau distillée et le second estilieu minéral.

[11-1-1 Evolution de la dégradation du phénol dand’eau distillée

L'expérience a été réalisée a une tentperanaintenue a 37°C dans un milieu de
culture ne contenant que de l'eau distillée eteorentration initiale en phénol de 100 mg/l.
Un inoculum de 1% a partir de la préculture a gttité au milieu. Les cinétiques de
croissance et de dégradation du phénol ainsi ‘gwelltion du pH, tracées a partir des

résultats obtenus, sont représentées sur la fitjtke
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cinétique de croissance et de évolution du pH
dégradation du phénol s W
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+ 100 = 4
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Figure IlI-1 Evolution de la dégradation du phénol,

de la cinétique bactérienne et du pH dans I'eau difiée

Le graphe 1 de la figure 1lI-1 illustreeucroissance bactérienne quasi nulle, cela est di
a I'absence des éléments minéraux indispensablasi@adéveloppement et la croissance des
bactéries. Par conséquent, la dégradation du pleéhakgligeable.

Suite a une activité bactérienne nulle)yi a pas production de métabolites et donc pas

de variation du pH comme le montre le graphe Zadeyure 111-1.

[11-1-2 Evolution de la dégradation du plenol dans le milieu minéral

Le milieu de culture est un milieu minimwontenant les minéraux essentiels a la
croissance des bactéries. La température, 'aé@ratiola concentration initiale en phénol
toujours maintenues aux mémes valeurs, nous avoulsi woir I'influence de la taille de
I'inoculum (c'est-a-dire le nombre de bactériegialément présentes dans le milieu de
culture) sur I'évolution de la dégradation et deraissance bactérienne.

Les résultats obtenus ont permis de tracer lehgesapeprésentés sur la figure 11-2.
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Figure IlI-2 influence de la taille de I'inoculum sur la dégradation du phénol

En comparant les graphes 1 et 3 de lardidll-2, on constate que la taille de
I'inoculum influe sur la biodégradation. En effatiec le premier inoculum de DO= 0.648, le
taux de dégradation était de 20 % au bout de lG@#ebe Alors qu'avec le deuxieme
inoculum, de taille plus grande (DO= 0.825), onbéeau une meilleure dégradation en un
temps plus réduit : un taux de dégradation de 58u%out de 110 heures. Beshay 28]
ont monté qu’'une augmentation du poids sec dedlihon augmentait le taux de dégradation
du phénol.
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L’évolution du pH confirme les résultatsecédents, il n'y a pas de variation avec le
premier inoculum suite a la faible dégradation ole, comme le montre le graphe 2 de la
figure 1lI-2. Tandis qu'avec le deuxieme inoculura tiille plus importante, on a noté une
variation appréciable du pH, de I'ordre de 10 %.g@etraduit une bonne activité bactérienne
qui a fait baisser le pH du milieu par la productide métabolites acides (graphe 4 de la
figure 111-2).

La croissance bactérienne quant a eBeer&ible avec les deux inoculums utilisés
puisque le milieu de culture est un milieu minémdlles courbes de croissances mettent en
avant la présence d’'une phase de latence assengéel, cela peut étre expliqué par le fait
que les bactéries n'ont pas été adaptées au pluéaale la préculture. Beaucoup de travaux
ont été réalisé dans ce sens et ont montré la grafidence de I'adaptation des cellules au
substrat sur 'amélioration du taux ainsi que duaps de la biodégradation et sur la réduction
de la phase de latenfg30,31,32]

[11-2 Analyse de la biodégradation par différentesméthodes et comparaison

Nous avons suivi I'évolution de la dégradation témqol par trois méthodes différentes, et
qui sont :

- le dosage direct du phénol par une méthode chimigqisée sur la condensation du

phénol avec la 4-amino-antipyrine ;

- la détermination de la croissance cellulaire ;

- la demande chimique en oxygene DCO.
Les résultats obtenus ont permis de tracer I'éimiutle chaque paramétre en fonction du

temps. Les graphes sont représentés sur la figtse |
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Figure I1I-3 Analyse de la biodégradation par difféentes méthodes

Les bactéries utilisées sont capables de métabdésphénol grace aux enzymes
gu’elles peuvent sécréter : le cycle aromatique hgslroxylé pour obtenir un dérivé du
catéchol, puis il est ouvert par une ortho ou uranoxydation pour aboutir a des acides
organiques simples qui entreront dans le cycle b#{13,32] Ceci est bien représenté par
toutes les cinétiques de croissance et de dégradatues auparavant ainsi que par le
graphe 1 de la figure 111-3, qui montre qu’une aegmation du poids sec correspond a une

diminution de la concentration résiduelle en phéa métabolisme est accompagné d’'une
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production de métabolites (acides organiques)faqtibaisser le pH du milieu, le graphe 2 de
la figure I1I-3 montre une variation de pH de 8 %.

La dégradation du phénol entraine uneseade la DCO, qui avait initialement une
valeur théoriquement égale a 238.3 mg/l, corresmand 100 mg/l de phénol, jusqu'a une
valeur de 149 mg/l qui peut correspondre au 60 mg/phénol restant dans le milieu. En
effet, cette concentration donne théoriquement DE® égale a 142.98 mg/l la légere
différence peut étre attribuée a I'oxydation desédraux présents dans le milieu, qui n’ont
pas été considéré dans le calcul théorique de I@,2Ca la sensibilité de la technique. Dans
les travaux de Afzal et al[33], en présence de 1000 mg/l de phéredeudomonas
aeruginosa a réduit la DCO d’une valeur initiale de 2032 njgdqu’a une valeur finale de 69

mg/l au bout de 48 heures seulement.

[11-3 Test de traitabilité
Un bon indice de traitabilité est exprimé par ungraentation de la demande en

oxygene alors qu’une diminution indique la présahe¢oxiques ou d’inhibiteufd 7].

respiration endogéne et DBO de difference de DBO (mgl/l)

I'échantillon 180
1000 +

900 +
800 -
700 -
600 -
500 -
400 -
300 +
200
100 -

0 T T 1

0 50 100 150 0
respiration t(h)
endogeéne

160 -

DBO (mg/l)
DBO (mg/l)
= P =
[e2] [e5] o N B
o o o o o

40 |

20

0 50 100 150
t(h)

DBOde
échantillon Graphe 1 Graphe 5

Figure 1lI-4 La DBO enregistrée durant le test de taitabilité

Le test de traitabilité effectué sur whantillon prélevé du bioréacteur au temps zéro a
permis de tracer la courbe de la DBO et celleikadat la respiration endogéne (graphe 1 de la

figure 111-4), la DBO de I'échantillon est au débtdale a la demande en oxygene enregistrée
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par les bactéries en phase de respiration enddg&mnémoin), cela pourrait correspondre a
une phase de latence par défaut d’une adaptati@sempendant laquelle aucune activité n'est
observée et ou les bactéries sont en respiratidageme. Au-dela de 48 heures, la DBO de
I’échantillon devient supérieure a celle du témaiaite augmentation traduit une activité
bactérienne qui est la métabolisation du phénoldiff@rence entre les deux courbes nous
renseigne sur la biodégradabilité du composé. Cdiftérence est représentée dans le
graphe 2 de la figure Ill-4 dont lallure est uneutbe croissante reflétant la bonne
biodégradabilité du phénol pd&rseudomonas aeruginosa. En effet, 'augmentation de la
demande en oxygéne est considérée comme un boce imd traitabilité alors que la
diminution est un signe d’inhibitiofi17].

La DBQ de I'échantillon mesurée par le respirometre it mg/l. d’ou un rapport

DCO/DBG; égale a%g =17

Il est important de rappeler que ce rappermet d'évaluer le caractere biodégradable
de la matiére organique. Le rapport obtenu étaidrigure a 2 indiqgue que le phénol est
facilement biodégradable dans les conditions engels6].

[11-4 Amélioration de la biodégradation

Lors d’'une autre expérience, I'analysdaldégradation du phénol par les différentes
méthodes, a I'exception de la DBO, a permis deetrdes graphes représentés sur la
figure I11-5.
Cette expérience a été réalisée dans les mémesicoadpératoires que les précédentes sauf
gue cette fois-ci on a procédé différemment poacirer le milieu de culture. Au lieu de faire
la centrifugation, le lavage puis la mise en susjpenpour ne récupérer que les cellules
seulement, ce sont les 10 ml du bouillon nutriifid lequel la préculture a été réalisée qui ont

constitué I'inoculum de 1 %.
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Figure I1I-5 Analyse d’une biodégradation
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Au début, les bactéries présentes dabgtéacteur avaient a leur disposition tous les
nutriments essentiels a leur développement ce ¢uriais une croissance considérable. Le
phénol est, dans ce cas, une source d’énergie dao®rgui ne sera consommeée qu'apres
épuisement de ces nutriments. Ceci explique bigilute de la courbe du graphe 1 de la
figure I11-5 qui présente un segment horizontalninant une absence de dégradation au début

de I'expérience, puis une chute importante de feceptration résiduelle en phénol.
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Suite au grand nombre de bactéries ptéseians le milieu, la biodégradation du
phénol était totale au bout de 83 heures. Il €shsuivit une baisse du pH du milieu
relativement importante (graphe 2 de la figureb)iraduisant un métabolisme d’utilisation
du phénol.

La DCO quant a elle suit exactement létique de dégradation (graphe 3 de la
figure 11I-5), la disparition du phénol a conduituae chute de la DCO d’'une valeur initiale
égale a 244 mg/l a une valeur finale de 44 mgfit @oe réduction de pres de 82 % en un
temps de 108 heures. Il est a noter que la valasurde de la DCO finale (44 mg/l) est
supérieure a ce qu'elle devrait étre. En effet,7amg/l de phénol restant, correspond une
DCO théorique égale a 18 mg/l. La différence, gtiide 26 mg/l, peut étre considérée comme
une DCO réfractaire et peut étre soustraite demuvalde DCO mesurées. Ceci donnerait une

DCO plus représentative de la biodégradation,ivelau phénol uniquement.

[1I-5 Etude la corrélation entre DCO et dégradationdu phénol

La réduction de la DCO est a corrélercdaeconsommation de phénol représentée par
le graphe 1 de la figure 1lI-5 qui montre bien wegradation quasi totale du phénol pour le
méme temps de culture et dans les mémes conditions.
Cette corrélation est représentée par la figur®,lién considérant la DCO théorique et la

DCO expérimentale

250 1 DCO mesurée

® DCO théorique

y = 2,3829x
RZ=1

200

DCO (mg/l)

0 T T T 1
0 30 60 90 120

[phénol] résiduelle (mg/l)

Figure I1I-6 Corrélation entre la DCO et la concentation en phénol résiduel
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Résultats et discussions

La DCO mesurée et la concentration rédiduen phénol sont reliées linéairement
comme le montre la figure 11-6.
La relation linéaire obtenue est correcte, vue lgueoefficient de corrélation est égal a
0.9518
La pente de la droite correspond a la variationadBCO par rapport a la concentration en
phénolet elle représente la quantité d’'oxygene nécespaite oxyder 1 mg de phéndous
avons obtenue une valeur égale a 2.251 mg DCO/npghéeol, légerement inférieure a la

valeur théorique de 2.383 mg DCO/mg de phénol.

La figure 1ll-7 confirme que nos valeurs expérinsd@s concordent avec les valeurs
théoriques car le rapport DCO mesurée/ DCO théerigbtenu est égal a 1.0524 et le

coefficient de corrélation ® 0.9523 Ce qui signifie que la précision est agipige.

250 -

L £ 4
y = 1,0524x .
R? =0,9523

200 +

150 -

100 -

DCO mesurée (mg/l)

50 -

0 50 100 150 200 250
DCO théorique (mg/l)

Figure IlI-7 Corrélation entre la DCO théorique et la DCO mesuree
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Conclusion générale

Conclusion générale

Les traitements biologiques utilisants aeicroorganismes capables de métaboliser le
phénol sont considérés comme un moyen efficace jpallier a la pollution des eaux par ce
composeé toxique. C’est aussi une alternative inganmgte aux traitements physico-chimiques
gui sont onéreux et générateurs de sous produits.

La bactérie utilisée dans notre travail Bstudomonas aeruginosa. Son efficacité a dégrader

le phénol, a été revélée par de nombreuses étudésfee dans la notre.

Le taux et le temps de biodégradation peddent, en plus des conditions
physicochimiques, de la nature du milieu de cultanesi que du nombre de bactéries
présentes dans ce dernier. En effet, pour quedet®ities puissent se développer, il faut que
les éléments indispensables a leur croissancetqmiésents dans le milieu de culture. C’est
pour cette raison qu'aucune biodégradation n'aBs&rvée dans I'eau distillée.

L'influence de la taille de I'inoculum sur la biagi@dation a été démontrée, nous sommes
arrivés a la conclusion suivante : plus le nomleebdctéries dans le bioréacteur est grand

mieux est la biodégradation.

Le but de notre étude est d’analyseritaldgradation par différentes méthodes : le
dosage chimique du phénol, la mesure de la crassbactérienne, la mesure de la demande
chimique en oxygene DCO et de la demande biochienequoxygene DBO.

Nous avons trouvé que la biodégradation entraine angmentation de la croissance
bactérienne, une baisse de la concentration réd&derephénol, du pH du milieu ainsi que de
la DCO.

Comme la DCO suivait exactement la cinétide dégradation du phénol, nous avons
essayé de trouver une corrélation entre les deaxelation obtenue est une relation linéaire
et les valeurs expérimentales obtenues sont eaifgacbrrélation avec les valeurs théoriques.
En effet, le rapport DCO/phénol obtenu expérimemnt est égal a 2.251 mg DCO/mg de
phénol, tres proche du rapport théorique esti2883 mg DCO/mg de phénol.

ENP 2008 39



Conclusion générale

La mesure de la DBO a permis de tirer casclusions sur la biodégradabilité du
phénol. La demande croissante en oxygene enragistiéggue la bonne biodégradabilité du
phénol dans les conditions employées.

Nous avons obtenu un rapport DCO-DB©1.7 ; Ceci confirme le caractére biodégradable

du phénol.

Quant a l'efficacité d'une méthode pgrpart a une autre, nous pouvons dire gu’elles
représentent toutes bien la biodégradation. SaaflguDBO a le désavantage d’étre une
meéthode lente dans le temps. Le dosage chimiquehéool par la 4-amino antipyrine est la
méthode la plus représentative de la dégradatiorpldnol puisqu’elle ne cible que ce
composé mais elle n’indique guére la présence d&ahwolites qui peuvent étre non
biodégradable et persistant. Cette partie de |&&neabrganique non biodégradable est connue
sous le nom de DCO réfractaire et elle apparais dammesure de la DCO vue que cette
méthode mesure toute la matiére organique présiamiele milieu qu’elle soit biodégradable

ou pas.
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Annexe N°1: Composition du milieu de culture [34]:

Pour la préparation d’un litre de milidel culture, on introduit dans une fiole :

KH,PO,:1.5¢
K:HPO,: 0.5 ¢
NaCl:0.5¢g
MgSQ,: 0.5¢g
NHsNOs: 3 g

On complete a 1 litre avec de I'eau Hiégstiet on stérilise a I'autoclave. Puis on ajoute

par filtration stérilisante :

- CaC}h: 0.02 g
- FeSQ: 0.02 g
- Phénol: 100 mg

Annexe N°2: Réactifs
e Dosage du phénol

- Solution a 20 g/l de 4-amino-antipyrine, doit é&mnserve a I'obscurité, a I'abri de

I'air et de '’humidité.

- Solution a 20 g/l de ferricyanure de potassium.

- Solution tampon qu’on prépare comme suite :
Pour 1 litre de solution, dissoudre dans 700 maud'e
- 34 gde NHCI
- 200 g de tartrate double de Na et K
- 15 ml de NH concentré

Compléter a 1 litre et ajuster le pBlLBau pH-métre avec de 'ammoniac concentré.
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e Mesure de la DCO

- Solution de digestion :

Pour la préparation d’un litre de la smintde digestion, on procede comme suite :
Dissoudre 10.2 g de ®r,0O; préalablement séché a 105°C pendant 2h, dans
environ 500 ml d’eau. Ajouter doucement 167 ml d&@, et 33.3 g HgS® Agiter
jusqu’a dissolution complete, laisser refroidir mpléter a 1 litre avec de l'eau

distillée.

- Réactif acide :
Dans une bouteille contenant 1 Kg d&8&,, ajouter 5.5 g de ASO,. Laisser reposer
1 a 2 jours afin que le A0, soit complétement dissous. La solution doit étre

conservée a l'obscurité.

Annexe N°3: Matériel utilisé

- Autoclave de marque CERTOCLAV

- Etuve de marque MEMMERT

- Spectrophotométre UV/visible de marque SHIMADZU

- Erlenmeyer de 2 litre

- pH-metre de marque HANNA

- Agitateur vortex de marque FISHER bioblock safent

- Bloc chauffant a une température de 150°C de neaBiOBLOCK
- Eprouvettes 16 x 125 mm en verre

- Centrifugeuse de marque HATTICK

- Respirometre de marque WTW OXITOP IS 6

- Plaque chauffante munie d’'un agitateur de magjUgART
- Bec bunsen

- Micro filtres 0.45 um

- Verrerie courante de laboratoire
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Annexe N°4: Les courbes d’étalonnage

* La courbe d’étalonnage de la croissance bactérienne

2,5 -
y=0,0023x
R?=0,9926
2 i
(4
=
c 1,5
o
3 .
T
o 14
o °
0,5 -
0 : : : : |
0 200 400 600 800 1000
Poids sec (mg/l)
* La courbe d’étalonnage du phénol
0,6 y = 0,1109x
R? = 0,9966
0,5 -
E 014 T
c
o
& 0,3
O
0 L)
A 0,2
0,1 -
<,
0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
[phénol] (mg/l)

ENP 2008



Annexes

* La courbe d’étalonnage de la DCO
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Résumé:

Le traitement biologique des eaux contaminées papHénol, s’avere étre trés
efficaces. Dans le présent travail, nous avons ya@alpar différentes méthodes, la
biodégradation du phénol par la soucRseudomonas aeruginosa ATCC27853. Ces
méthodes sont: le dosage chimique du phénol rélsidar la 4-amino antipyrine ; la
détermination de la croissance bactérienne ; laureede la demande chimique en oxygéne
DCO ; et la mesure de la demande biochimique emgéng DBO. Toutes ces méthodes
représentent bien la biodégradation et permett&vahlier le caractere biodégradable du
phénol.

Par le test de traitabilité, par la mesure du oap@pCO/DBO ainsi que par les
cinétiques de biodégradation, nous sommes arrivda éonclusion que le phénol est
biodégradable dans les conditions employées.

Mots clés :phénol,Pseudomonas aeruginosa, cinétique de biodégradation, méthodes
d’évaluation de la pollution,

Abstract :

The biological treatment of contaminated watergh®y phenol, turns out to be very
effective. In the present work, we have analyzed/démyous methods, the biodegradation of
phenol byPseudomonas aeruginosa ATCC27853. These methods are: the chemical dasfage
the residual phenol by the 4-amino antipyrine; de&ermination of the bacterial growth; the
measure of the chemical oxygen demand COD; andnibesure of the biological oxygen
demand BOD. All these methods represent well thedgradation and allow estimating the
biodegradable character of the phenol.

By the test of treatability, by the measure of takationship COD / BOD as well as by the

kinetics of biodegradation, we have concluded thatphenol is biodegradable in the used

conditions.

Keywords: phenol,Pseudomonas aeruginosa, biodegradation kinetics, pollution evaluation’s
methods



