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Résumé

Dans le cadre de ce travail, on a étudié la biodégradation du malathion par des boues activées. L effet de
la concentration initiale du pesticide sur le processus de dégradation a été également étudié. L’effet de trois
substrats organiques additionnels (glucose, mélasse et molt de dattes) sur la dégradation du pesticide a été
consideré. Par ailleurs, I’élimination du malathion en présence de ce dernier soit comme unique source de
phosphore ou bien comme unique source de soufre a été étudiée. La faisabilité du traitement du pesticide par les
boues activées adsorbées sur trois supports différents, a également été étudiée. Les résultats obtenus ont montré
que les boues activées utilisées étaient capables de dégrader le malathion. En présence de mélasse, 92 % de la
concentration initiale du malathion (60mg/1) a été éliminée aprés 75h d’incubation et en présence de moit de
dattes, un taux d’élimination de 89% a été obtenu aprés 110h d’incubation. Par ailleurs, Les boues activées
utilisées testés étaient capables d’utiliser le malathion comme leur unique source de phosphore mais pas comme
leur unique source de soufre. Enfin, ’utilisation des grignons d’olives comme support a permis 1’élimination
compléte du malathion, testé a la concentration de 10 mg/1 et ce, au bout de 12 h d’incubation.
Mots clés : boues activées; dégradation; malathion; mélasse; modt de dattes ; support.

Abstract

In this study, the biodegradation of malathion using batch activated sludge was studied. The effect of
initial malathion concentration on the degradation process was investigated. In addition, three kinds of additional
carbon sources, i.e., glucose, molasses, and date juice were tested to choose a favourite carbon source for
malathion biodegradation. The ability of mixed microbial community to use malathion as a source of phosphorus
and sulphur nutrition was also evaluated. Packed Bed Reactor (PBR) using three kinds of biofilm carriers was
employed for efficient degradation of malathion. Results showed that local activated sludge used in this study
could effectively degrade malathion. In the presence of molasses, 92% of the initial dose of insecticide (60mg/I)
was degraded within 75h. Date juice permitted a maximum malathion removal of 89% after 110h incubation.
The activated sludge was found to be able to use the malathion as the sole phosphorus source. In contrast, the
degradation ability of the activated sludge was lost when the pesticide was used as the sole source of sulphur.
The degradation capacity of the PBR was higher than the performance obtained with the batch reactor. Reactor
packed with crushed olive kernels exhibited the best performance allowing a total removal of malathion (10
mg/l) within 12h.

Keywords: activated sludge; carrier; date juice; degradation; malathion; molasses.
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Introduction

generale



La pollution générée par I’activité de ’homme (rejets industriels et agricoles) constitue
un probléme environnemental d’actualité. En effet, ces rejets non traités renferment une
variété de composés chimiques dangereux pour la santé humaine et dommageables pour
I’environnement. Ainsi, outre des protéines, des hydrates de carbone, des huiles et des
composés gras, et autre urée, ces rejets bruts renferment un grand nombre de composés
organiques synthétiques issus des activités commerciales et industrielles dont une large
majorité reste non identifiee.

Dans un contexte mondial marqué par le libre-échange et ou la concurrence est de
rigueur, on assiste a un accroissement des exigences et la diversification des défis imposés a
I’agriculture pour répondre aux besoins des marchés de consommation et donc a ceux des
populations. Les exploitants en général et les agriculteurs en particulier ont de plus en plus
recours a I’utilisation intensive de fertilisants et autres produits phytosanitaires afin de
garantir des rendements satisfaisants tant sur le plan qualitatif que quantitatif. Cependant,
I’utilisation massive de ces produits dans les régions agricoles pose de sérieuses questions sur
la qualité de notre environnement ainsi que sur les problémes de santé qui peuvent en
découler.

Si les pesticides sont d’abord apparus bénéfiques, leurs effets secondaires avérés pour
I’homme et I’environnement ont été rapidement mis en évidence. En effet, leur action toxique
ne se limite pas aux organismes qu’on souhaite éliminer (insectes, mauvaises herbes) mais
affectent «également des organismes non cibles (mammiferes, poisson, etc.). Face aux
dangers récurrents que cause 1’usage irrationnel des pesticides sur I’environnement et plus
particuliérement sur la santé humaine, 1’utilisation de ces derniers est devenue trés
réglementée et surveillée, mais cette mesure demeure insuffisante.

De nos jours, les pesticides les plus couramment employés appartiennent au groupe
des organophosphorés (tel que le malathion) qui sont des neurotoxiques utilisés comme
insecticides et ayant pour action la diminution de 1’activité des neurotransmetteurs induisant
ainsi des effets irréversibles sur le systeme nerveux. Ils ont supplanté, progressivement, les
organochlorés car ces derniers, présentent un certain nombre d’inconvénients liés notamment,
a leur toxicité élevée et a leur persistance dans les différents milieux écologiques. Par ailleurs,
les agriculteurs trouvent ces pesticides utiles parce qu’ils offrent un vaste choix de produits
efficaces pour lutter contre les divers parasites, mais ils demeurent relativement toxiques,
notamment pour I’homme.

Pour tenter de limiter ces problémes, de nombreuses recherches ont été mises en

ceuvre, d’une part pour diminuer le pouvoir polluant des pesticides utilisés, et d’autre part



pour traiter les eaux polluées de facon efficace. A I’heure actuelle, il existe de nombreuses
techniques pour traiter ces eaux chargées en pesticides. Il s’agit souvent de traitement
abiotique (adsorption sur divers supports dont le charbon actif, photodégradation, ozonation,
incinération, oxydation avancée, etc.). Toutefois ces méthodes sont colteuses et ne sont que

trés peu mises en ceuvre.

En revanche, des procédés peu onéreux ont été congus et appliqués. Le traitement biologique
(bioremédiation), notamment, répond a cette contrainte, il est simple, bon marché et d’une
bonne efficacité. En effet, aux cours des vingt derniéres années, on a assisté a une
augmentation spectaculaire de 1’intérét pour des mécanismes de traitement biologique orientés
vers la protection de I’environnement et qui consiste a utiliser des organismes supérieurs
(végetaux), des microorganismes (bactéries et microalgues) et parfois des enzymes
spécifiques extraites a partir de ces mémes microorganismes pour dégrader les pesticides
organiques toxiques. Ces microorganismes peuvent jouer un role extraordinaire a 1’égard de la
biodégradation des polluants organiques. En effet, leur capacité a métaboliser les substances
toxiques permet de réduire la charge polluante d’une eau usée en les dégradant en métabolites
secondaires non dommageables car dénués d’effet toxique.

Le cométabolisme est une technique d’importance avérée qui a récemment émergé et
qui est utilisée dans le biotraitement des composes polluants récalcitrants. En effet, selon la
quantité d’énergie utilisée par les microorganismes durant le processus de biotransformation,
on regroupe les polluants organiques biodégradables en deux catégories distinctes :

I’oxydation des substrats primaires (substrats de croissance) et

- la dégradation des substrats secondaires (substrats de non croissance).

Dans certains cas, le substrat de non croissance ne peut étre utilisé ni comme source de
carbone ni comme source d’énergie. Sa transformation requiert de maniére absolue la
présence du substrat de croissance, un phénomene appelé cométabolisme. En plus de servir
comme source de carbone et d’énergie pour soutenir la croissance, le substrat de croissance
sert également de donneur d’électrons favorisant ainsi la dégradation du substrat de non
croissance.

L’objectif général de notre travail consiste en la dégradation du malathion par des
boues activées préalablement acclimatées au pesticide.

Pour cela, nous avons abordé :



I’étude, en mode batch, de ’influence de la concentration initiale du malathion sur sa
propre dégradation ;

I’étude de I’effet de certains substrats carbonés (glucose, mélasses et mofit de rebuts de
dattes) sur le rendement de dégradation ;

I’identification de ou des produit(s) de dégradation du malathion par le biais d’une
analyse par chromatographie gazeuse combinée a un spectrometre de masse.

I’étude de la possibilité de 1’utilisation du malathion, par les microorganismes des
boues activées, comme source de phosphore ou source de soufre.

I'¢tude des performances de 1’élimination du malathion sur colonne garnie de trois
types de supports différents (ARC, ARP et GO) servant a fixer les microorganismes
des boues activées.

I’étude de I’influence de quelques paramétres expérimentaux sur la biodégradation du

pesticide ainsi que sur la croissance cellulaire.
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1. Généralités sur les pesticides
1.1. Définition

Le mot pesticide a été créé en anglais, sur le modéle des nombreux mots se terminant
par le suffixe -cide (latin -cida, du verbe latin caedo, caedere, « tuer »), et sur la base du mot
anglais pest (animal ravageur, insecte ou plante nuisible), lequel provient (comme le
francais peste) du latin pestis qui désignait notamment un animal nuisible.

Selon la FAO (2003), un pesticide est toute substance ou association de substances qui
est destinée a repousser, détruire ou combattre les ravageurs (y compris les vecteurs de
maladies humaines ou animales) et les espéces indésirables de plantes ou d'animaux causant
des dommages ou se montrant autrement nuisibles durant la production, la transformation, le
stockage, le transport ou la commercialisation des denrées alimentaires, des produits
agricoles, du bois et des produits ligneux, ou des aliments pour animaux, ou qui peut étre
administrée aux animaux pour combattre les insectes, les arachnides et les autres endo- ou
ecto-parasites.

Le terme inclut les substances destinées a étre utilisées comme régulateur de
croissance des plantes, comme défoliant, comme agent de dessiccation, comme agent
d'éclaircissage des fruits ou pour empécher la chute prématurée de ceux-ci, ainsi que les
substances appliquées sur les cultures, avant ou apres la récolte, pour protéger les produits
contre la détérioration durant I'entreposage et le transport. Ainsi, I'observatoire francais des
résidus de pesticides (ORP, 2010), a choisi de retenir pour ses travaux une définition plus
large, visant a couvrir 1’intégralité des substances « pesticides ». Au-dela des produits a
usages agricoles ou des produits destinés a I’entretien des espaces verts et des jardins
amateurs (produits phytopharmaceutiques), certains produits biocides et des antiparasitaires
humains et vétérinaires sont également pris en compte. Ces différentes composantes sont

indiquées ci-dessous dans la figure 1.
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Figure 1 : Composantes des pesticides selon I’ORP (2010).

1.2. Historique

Le développement des pesticides a connu une succession d’étapes aussi enrichissantes
que constructives. Les travaux menés par différents scientifiques ont permis d’apporter un
certain nombre d’idées et de conclusions pertinentes qui au fil des décennies ont permis de
franchir d’importants paliers et de réaliser des bonds qualitatifs dans la découverte, le
diagnostic ainsi que la détermination des différents champs d’utilisation des pesticides,
principalement dans le domaine de 1’agriculture. Mais aujourd’hui, les interrogations sont
principalement portées sur les conséquences de 1’utilisation abusive de ces pesticides sur
I’environnement et par conséquent sur les différents étres vivants (Calvet, 2005).

Les premieres méthodes utilisées dans la protection des produits agricoles remontent a
I’antiquité. Autrefois, les agriculteurs utilisaient des méethodes plutdt physiques telles que la
destruction des ceufs des différents insectes nuisibles, 1’arrachage et la destruction de plantes
malades et autres formes de désherbage manuel. C’est vers la fin du dix-septieme siecle que
des éléments chimiques ont commencé a étre utilisés, c’est ainsi que Jean De La Quintinie
(1626 — 1688) a découvert les propriétés toxiques de ’arsenic et en a recommandé 1’usage
(Calvet, 2005).

On date de 1763 le premier essai de lutte chimique par des arboriculteurs qui ont
aspergé avec succes leur péchers envahis de pucerons avec du jus de tabac. Le chlorure
mercurique a été proposé au dix-huitieme siécle pour protéger les bois. La lutte chimique s’est
développée a partir du milieu du dix-neuviéme siécle, avec des produits d’origine naturelle
comme la roténone (extraite des racines de Derris) et le pyrethre (mélange d’esters contenu

dans les fleurs de deux variétés de chrysanthemes). On date de 1930 les débuts de 1’¢re des



produits phytosanitaires organiques, avec les thiocyanates d’alkyle (insecticides), 1’anilide
salicylique (fongicide, 1931), les dithiocarbamates (fongicides, 1934). En 1939, P. Muller
découvre les propriétés insecticides du DDT (dichlorodiphényltrichloroéthane) (Fournier,
1987).

La seconde guerre mondiale a généré a travers les recherches engagées pour la mise au
point de gaz de combat, la famille des organophosphorés qui, depuis 1945, a vu un
développement considérable encore de mise aujourd’hui pour certains tel le malathion. En
1950-1955 se développent aux Etats-Unis les herbicides de la famille des urées substituées
(linuron, diuron) (Nicolino et Veilerette, 2006).

A partir de 1974, se développent les pyréthrinoides de synthése comme la
deltaméthrine (insecticide), et en 1977, apparait le phoséthyl-aluminium. Ce fongicide offre
un nouveau type de lutte : sans action contre le champignon et sans action sur une plante
saine, il stimule la production de substances fongitoxiques par la plante infestée. Depuis les
années 1980, sont apparus un grand nombre de fongicides appartenant a la famille des

triazoles connus pour bloquer la biosynthése de 1’ergostérol (Fournier, 1987).

1.3. Classification des pesticides
En général, les pesticides sont classés selon leurs utilisations (propriétés biologiques),

selon leurs usages, et enfin selon leur nature chimique.

1.3.1. Selon leurs utilisations

On peut trouver les sous-classes suivantes :

1.3.1.1. Herbicides

Le terme «herbicide » est un synonyme du mot «désherbant», ce sont des
substances actives ou préparations ayant pour propriétés de tuer les végétaux. Les herbicides
sont principalement employeés pour lutter contre des adventices ou mauvaises herbes, ils sont
aussi destinés a détruire ou a limiter la croissance des végétaux qu’ils soient herbacés ou
ligneux (Harir, 2008).

IIs peuvent étre utilisés, selon leurs modes d’action, en pré ou post-levee. On
distingue :

o les désherbants sélectifs ;

e |es débroussaillants et désherbants totaux ;



e les défanants qui détruisent la partie aérienne des végétaux ;

e les anti-germes, qui empéchent le démarrage de la végétation.

1.3.1.2. Insecticides
Ce sont des substances actives ou préparations ayant les propriétés de neutraliser les
msectes, leurs modes d’actions sont basés sur :
e la perturbation du systeme nerveux ;
e la perturbation de la respiration ;

e [|’interférence de la mise en place de la cuticule.

1.3.1.3. Fongicides
Les fongicides sont des substances actives ou préparations ayant les propriétés de
combattre la prolifération des maladies des plantes provoquées par des champignons ou
encore des bactéries. Les fongicides peuvent agir comme :
¢ Inhibiteurs respiratoires ;
e Inhibiteurs de la division cellulaire ;
e Perturbateurs de la biosynthese des acides aminés ou des protéines ;

e Perturbateurs du métabolisme des glucides.

1.3.2. Selon leurs usages
La classification des pesticides selon leurs usages donne six sous-classes comme suit
(Calvet, 2005) :

e les cultures : Ce sont les pesticides utilisés en agriculture pour maintenir un bon
état sanitaire des sols et des végétaux ;

e les batiments d’élevages : Il s’agit surtout d’insecticides et de bactéricides ;

e les locaux de stockage des produits vegétaux : Ce sont des insecticides et des
fongicides ;

e les zones non agricoles : Il s’agit principalement d’herbicides utilisés pour
désherber les voies de circulation routicres et ferrées, les airs d’aéroport et les
airs industrielles ;

e les batiments d’habitation : Ce sont des insecticides, des rodenticides, des

bactéricides et des fongicides ;



I’homme et les animaux : Il s’agit d’insecticides et de fongicides utilisés pour

I’hygiéne humaine et vétérinaire.

1.3.3. Selon la nature chimique

La classification des pesticides selon leur nature chimique permet de dégager les sous-

classes indiquées ci-dessous (Martin, 2000) :

pesticides inorganiques ou minéraux : composés de différents éléments
toxiques tels que ’arsenic, le cuivre et le mercure ;

pesticides organiques de syntheése ;

pesticides organométalliques synthétiques : ce sont des fongicides
(organomercuriels) ;

phénols : ce sont des fongicides utilisés pour la conservation du bois et d’autres
substrats organiques ;

organochlorés : le DDT (dichlorodiphényltrichloroéthane) et ses dérives, le
HCH (hexachlorocyclohexane), I’ Aldrine et le Toxaphéne ;

organophosphorés : ce sont des produits utilisés comme insecticides, acaricides
ou nématicides. Ils ont une faible persistance dans le sol ;

carbamates : ce sont des insecticides et quelques herbicides. La plupart sont des
esters de 1’acide N-méthylcarbonique. De nos jours, il en existe une quarantaine
parmi lesquels on peut citer : le Carbaryl, I’ Aldicarbe;

pyréthrinoides de synthese : Perméthrine, Deltaméthrine, Cyperméthrine ;

triazines : Simazine, Atrazine ;

amides : Diphénamide, Napropamide, Propyzamide.

1.4. Toxicité des pesticides

Selon ’OMS (2004), on estime que le nombre annuel des intoxications par les

pesticides se situe entre 1 et 5 millions, dont plusieurs milliers de cas mortels. La plupart des

intoxications touchent les zones rurales des pays en développement ou les mesures de

protection sont souvent inadéquates voire totalement absentes. Les pays en développement

qui n'utilisent que 25 % des pesticides produits dans le monde, enregistrent 99 % des déces

dus a ce type d’intoxication.

Pour déterminer la toxicit¢é d’un pesticide, on utilise généralement les paramétres

suivants :



e La DLsy: C’est la dose d’une substance provoquant 50% de décés chez une
population déterminée aprés un temps d’application et une durée d’observation
déterminée. Elle s’exprime en mg/kg ou g/kg de poids vif de I’animal expérimental.

e La dose sans effet (DSE) : C’est la dose maximale de substance active qui, ingérée
quotidiennement durant toute la vie d'un animal sensible, n‘entraine pas I'apparition
de symptdme de toxicité. La DSE s'exprime en mg/kg de poids vif par jour.

e La dose journaliere administrée (DJA) : C’est la quantité de produit pouvant étre
quotidiennement absorbée au cours de la vie de ’homme sans manifestation d’effets
secondaires. Elle est exprimée en mg/kg du poids corporel (Dictionnaire
environnement, 2010).

e Limite maximale des résidus (LMR) : Elle représente les résidus acceptables sur le
plan toxicologique, elle est fondée sur les données des bonnes pratiques agricoles et
est destinée a étre appliquée dans le commerce international. C’est la concentration
en résidus la plus élevée Iégalement acceptable pour que les denrées alimentaires
restent commercialisables, elle s’exprime en mg/kg de produit alimentaire (Cluzeau
et al., 2000).

e La Concentration Maximale Admissible (CMA) : Elle indique la concentration

maximale admissible dans 1’atmosphere des lieux de travail.

On peut distinguer deux types de toxicité :

1.4.1. Toxicité aigué

L’intoxication aigu€ se manifeste immédiatement ou peu de temps (quelques
minutes, quelques heures, quelques jours) aprés une exposition unigque ou de courte durée a un
pesticide. Le délai d’apparition varie en fonction de la toxicité intrinséque du produit utilisé,
de la dose regue, de la voie d’absorption et de la sensibilité de la personne. Le tableau I

montre les principaux diagnostics cliniques liés a certaines familles des pesticides.
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Tableau |: Les différents diagnostics cliniques liés a certaines familles de

pesticides (Lauwergs, 1992).

Familles des pesticides Diagnostics cliniques
Organochlorés — Troubles digestifs (diarrhées).
— Troubles neurologiques.
Organophosphorés — Troubles digestifs (crampes abdominales, nausées, vomissements,
diarrhées).

— Troubles respiratoire (cedémes pulmonaires).
— Troubles cardiovasculaires.
— Troubles neuromusculaires.
Pesticides divers — Troubles de la vision, salivation, coma, convulsion, anxiété, et vertiges.
— Dermite de contacte et irritation.
— Lésions cutanées.

1.4.2. Toxicité chronique

L’intoxication chronique survient généralement suite a 1’absorption répétée de faibles
doses de pesticides pendant une longue durée. Le délai avant I’apparition de symptomes ou de
maladies peut étre tres long. L’évaluation des effets toxiques a long terme est complexe car de
nombreux parametres entrent en jeu comme la nature des composés et leurs propriétés
toxicodynamiques. Les principaux effets d’une exposition chronique aux pesticides sont des
effets sur la reproduction, le développement, les systemes immunitaire et endocrinien voire

des effets cancérigénes (Rumeau, 2005).

1.5. Normes réglementaires régissant I’emploi des pesticides

L’emploi parfois abusif des pesticides a des fins économiques au cours des dernicres
années conjugué a un impact fortement négatif sur 1’écosystéme et I’environnement, a conduit
les administrations publiques a mettre en place différentes batteries de normes et de regles de
développement et d’utilisations des pesticides.

Les pouvoirs publics en Algérie ont pris conscience de 1’impact environnemental des
produits phytosanitaires. Les grands principes qui déterminent la réglementation en matiére de
protection de I’environnement sont assurés par les textes suivants :

e Laloi n° 83-03 du 05/02/1983, relative a la protection de 1’environnement dont
les dispositions de certains articles ont pour objet la lutte contre la pollution des
eaux.

Il existe pour les pesticides des normes internationales, nationales et régionales. La
réglementation algérienne concernant 1’utilisation et le contréle de produits phytosanitaires est

d’introduction récente. Le controle des pesticides est régi par :



e Laloi numéro 87-17 du 1 ao(t 1987 relative a la protection phytosanitaire.
e Le décret exécutif numéro 95-405 du 02-décembre 1995 relatif au contrdle des
produits phytosanitaires a usage agricole. A ce titre, il couvre les activités de

commercialisation et d”’homologation (JORA, 2006).

1.6. Les pesticides en Algérie

En Algérie, la formulation, la commercialisation et le développement des produits
phytosanitaires a usage agricole et d'hygiéne publique est assurée par I’entreprise publique
économique ALGERIENNE DES PHYTOSANITAIRES dénommeée en abrégé ALPHYT,
L'entreprise se compose de deux unités de production (Béni-Mered et Baraki) et de trois
unités a vocation commerciale (Alger, Oran, Annaba).

En 2005, I’entreprise a produit 1.000.000 litres de pesticides liquides et 3.528.000 Kg
de pesticides en poudre (Alphyt, 2013).

Par ailleurs, 1’ Algérie a importé en 2011 preés de 81600 tonnes de pesticides et elle en a

exporté seulement 0,06 tonnes (FAO, 2013a).

1.7. Les pesticides dans le monde

L’Organisation de Coopération et de Développement Economique (OCDE) a établi
une comparaison des quantités de pesticides utilisés ou vendus en agriculture de la période
1990-1992 a la période 2000-2002 dans divers pays membres. Les données concernant
’utilisation d’ingrédients actifs dans quelques pays de ’OCDE figurent dans le tableau Il
(OCDE, 2004).



Tableau Il : Utilisation de pesticides en agriculture (ingrédients actifs) dans quelques pays
de [’OCDE et variation des quantités de la période 1990-1992 a la période 2000-2002
(OCDE, 2004).

Tonnes de Matiéres actives

1990/92 2000/02
Pologne 6507 9366
Turquie 11967 17129
Gréce 8193 11365
Portugal 12457 15461
Canada 33964 41980
Italie 69550 79408
Espagne 36849 39883
Union Européenne des 15 324544 342949
Mexique 36000 38037
Irlande 2043 2124
Etats Unis 325226 332181
Corée 28097 27838
Slovaquie 3694 3596
France 85281 92263
Nouvelle Zélande 3490 3368
Royaume Uni 34060 32873
Belgique 10264 9386
Allemagne 32629 29248
Suéde 1897 1700
Japon 89112 73618
Finlande 1727 1401
Autriche 4206 3348
Suisse 2120 1555
République Tcheque 6699 4460
Norvége 912 573
Danemark 4948 2931
Pays Bas 17744 9199
Hongrie 18544 6711

1.8. Impacts des pesticides sur I’environnement

Les pesticides employés pour lutter contre les organismes nuisibles peuvent se
retrouver dans 1’environnement, ils risquent alors d’engendrer une contamination ponctuelle
ou diffuse. Cette pollution diffuse semble étre la source dominante d’apport de pesticides vers
les eaux de surface et souterraines (Gilliom et al., 2006). Celle-ci peut étre associée a
plusieurs mécanismes de transport qui permettent aux pesticides de quitter la parcelle agricole

et de se retrouver dans I’environnement. Ces mécanismes sont représentés sur la figure 2.
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Figure 2 : Mécanismes de transferts et de transformations des pesticides dans les milieux de

[’environnement (Gouzy et Farret, 2005).

Les principaux mécanismes de transport des pesticides vers les eaux de surface et
souterraines sont le ruissellement (pesticide sous forme dissoute ou lié a des particules de
sols) et le lessivage. Les caractéristiques physicochimiques propres a chacun des pesticides -
telles la persistance, 1’adsorption, la pression de vapeur et la solubilité du pesticide -
influencent sa tendance a quitter la parcelle.

Les caractéristiques du sol et de la nappe d’eau souterraine, les précipitations, le
travail du sol, les méthodes d’application, les pratiques culturales et le choix du pesticide
jouent également un role important sur les pertes de pesticides par ruissellement et lessivage.
Le drainage du surplus d’eau qui s’infiltre dans les sols agricoles par les canaux de drainage
souterrains entraine aussi les pesticides vers les eaux de surface (Ludvigsen, 2006). Les
pesticides peuvent aussi étre transportés par 1’air. Lors de [’application, la dérive des
gouttelettes de pesticides fait en sorte que des produits peuvent se retrouver a I’extérieur de la
parcelle. Le phénomene de la dérive est influencé, entre autres, par la taille des gouttelettes
pulvérisées, la vitesse du vent, le type d’équipement utilisé et la hauteur de la pulvérisation
(Gilliom et al., 2006).

1.9. Pollutions engendrées par les pesticides
1.9.1. Contamination de !’air

La présence de pesticides est observée dans toutes les couches atmosphériques en
concentrations variables dans le temps (avec parfois un caractere saisonnier, en lien avec les
périodes d’application) et dans 1’espace (selon la proximité des sources). Dans le cas d’une

utilisation en serre a des concentrations élevées, des contaminations séveres ont pu étre



observées juste apres I’application. Ces concentrations peuvent rester a un niveau significatif
pendant plusieurs jours apres le traitement (Camard et Magdalaine, 2010).

Des études menées en France ont montré qu’au moins un pesticide est présent dans
94% des foyers ; en premier lieu les insecticides (93% des cas), notamment les pyréthrinoides
(88,5%) et les organophosphorés (39%), suivis par les fongicides pour plantes (30% des cas)
et les herbicides (32% des cas). Parmi les pesticides les plus fréquemment retrouvés dans I’air

figure le lindane (dans 88% des logements) (Bouvier et al., 2006).

1.9.2. Contamination des sols

La contamination des sols par différentes substances, dont les pesticides, a été
reconnue comme l'une des principales menaces. Les pesticides dans les sols peuvent provenir
des activités agricoles mais également des activités d’entretien des espaces verts et jardins ou
de désherbage des réseaux routiers et ferrés. La vitesse d’infiltration des pesticides dans le sol
dépend de son humidité, du taux de matiére organique, du pH ainsi que du pesticide.

A T’heure actuelle, les insecticides utilisés (organophosphorés, pyréthrinoides,
carbamates et autres) se dégradent rapidement ; par contre les herbicides sont assez persistants
dans les sols et leurs produits de dégradation sont souvent stables, ils sont les premiers
responsables des contaminations des sols.

D’autres sources de contamination proviennent des industries produisant et/ou

procédant au stockage des substances phytosanitaires (Merhi, 2008).

1.9.3. Contamination des eaux

La contamination des eaux résulte des systemes de culture et des pratiques agricoles,
de leur contexte pédoclimatique et de mecanismes complexes, physiques, chimiques et
biologiques. Les pollutions résultantes peuvent présenter un caractére ponctuel, souvent
méme accidentel ou, au contraire diffus (CORPEN, 1993).

Aprés I’épandage des pesticides, une partie est volatilisée dans 1’atmosphére et se
retrouve, entre autre, dans 1’atmosphére, dans les eaux de pluies ; une autre est absorbée par
les vegétaux, le sol en retient également et une biodégradation y transforme la substance
active initiale en divers métabolites. La partie de ces produits non retenue dans le sol atteint

enfin par lixiviation, la nappe souterraine (Sculhof, 1999).



1.10. Malathion

Le malathion est un organophosphoré qui se fixe irréversiblement a la cholinestérase
(Clark et Qazi, 1979). C’est un insecticide neurotoxique. Si sa toxicité humaine est
relativement basse, le produit de décomposition du malathion, le malaoxon est tres toxique.

Le malathion était commercialisé sous le nom Carbophos en ancienne URSS,
Maldison en Nouvelle-Zélande et en Australie, et Mercaptothion en Afrique du Sud (ICSC,
1995). En Algérie, le malathion est commercialisé sous le nom de Malatox 50 ou il est
essentiellement utilisé comme insecticide foudroyant pour la lutte anti acridienne (Alphyt,
2013).

1.10.1. Propriétés physico-chimiques du malathion

Les propriétés physico-chimiques du malathion sont présentées dans le tableau Il1.

Tableau 111 : Propriétés physicochimiques du malathion (WHO, 2003 ; WHO, 2004).

Formule brute C1oH1906PS,
Formule développée ﬁ
I-EC “DQPRD’CH}
HC™ O N
0]
Nom commun Malathion
Nom chimique S-[1,2-di(ethoxycarbonyl)éthyl]-
diméthylphosphorothiolothionate.
Apparence Liquide clair de couleur jaunatre
Masse moléculaire 330,36
Point d*ébullition 60°C
Logarithme du coefficient de
partage octanol-eau 2,36-2,89
Point de fusion -20°C
Pression de vapeur 5x 10” Paa 30°C

Température de
décomposition 174°C & 100 kPa

Solubilité dans I’eau 145 mg/l a 25°C




1.10.2. Fabrication

La fabrication du malathion est basée sur une méthode chimique axée sur la
polymérisation du maléate. Le malathion est le résultat de la réaction de 1’0,0-diméthyl-
hydrogéne-phosphordithioate avec le maléate diéthylénique en présence de triéthylamine
comme catalyseur et d'hydroquinone afin de prévenir la polymérisation du maléate.

En 1983, la production du malathion était assurée en quasi-totalité par les USA avec

plus de 91% de la production mondiale, le reste était produit par I’Inde.

1.10.3. Utilisation

Le malathion est principalement utilisé dans l'agriculture comme produit
antiparasitaire (insecticide et acaricide) a large spectre, et surtout dans la lutte contre les
insectes suceurs.

Le malathion est trés toxique pour les insectes, y compris les insectes utiles, comme
les abeilles. L'épandage de malathion sur les zones aquatiques provoque également au déclin
des populations d'amphibiens.

En 1999, toute la région de New York a été traitée au malathion par avion pour
éradiquer le virus du Nil occidental. Au Canada, le malathion est employé depuis des

décennies a Winnipeg contre les moustiques (Manuel sur I’environnement, 1996).

1.10.4. Mode d’action

Une fois adsorbé par les insectes (que ce soit par contact, ingestion ou inhalation), le
malathion est rapidement oxydé en malaoxon. Le malaoxon, métabolite actif du malathion, est
un inhibiteur efficace de I’acétylcholinestérase.

Chez les mammiferes et les oiseaux, le malathion est rapidement dégradé par les
carboxyestérases ; il est de ce fait bien moins toxique pour ces organismes que pour les
insectes (Tomlin, 1996).

1.10.5. Toxicité
Le malathion se décompose en malaoxon, qui est 60 fois plus toxique que le
malathion. Pour cette raison, si le malathion est employé dans un espace confiné, il peut
sérieusement empoisonner les personnes vivant ou travaillant dans cet environnement.
Le malathion présent dans I'eau non traitée est converti en malaoxon pendant la phase
de chloration du traitement de I'eau, il ne devrait donc pas étre retrouvé dans les eaux servant
de source d'eau potable (INSPQ, 2002).
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L'Apport Quotidien Acceptable (AQA) du malathion pour I'homme a été calculé par
la FAO I’OMS comme suit (Equationl) : (FAO/OMS, 1972)

AQA= ((0,23mg/kg p.c.par jour)/10)= 0,02 mg/kg p.c. par jour Q)

Ou :
e 0,23 mg/kg p.c. (poids corporel) par jour est la dose sans effet nocif observé obtenue
au cours d'etudes réalisées chez des volontaires.
e 10 est le facteur d'incertitude.
La Concentration Maximale Acceptable (CMA) de malathion dans l'eau potable a été
calculée a partir de I'AQA comme suit (Equation 2) : (FAO/OMS, 1977).

CMA= ((0,02 mg/kg p.c. par jour x 70 kg x 0,2)/ 1,5 l/jour) = 0,19 mg/I )]

Ou :
e 0,02 mg/kg p.c. par jour est I'AQA établi par la FAO et ’OMS.
e 70 kg est le poids corporel moyen d'un adulte.
e 0,20 est la proportion de l'apport quotidien de malathion attribuée a l'eau potable (la
consommation quotidienne réelle est évaluée a 0,06% de I'AQA)

e 1,5 1/jour est la consommation moyenne quotidienne d'eau potable d'un adulte.

2. Méthodes de traitement des pesticides

La dégradation des pesticides est un processus clé de leur devenir dans le sol, et joue
un réle important dans leur dissipation et élimination des milieux naturels. La dégradation est
due a de nombreuses transformations chimiques qui modifient la composition et la structure
des molécules apportées au sol. Ces modifications peuvent étre limitées a I’¢limination d’un
groupe fonctionnel ou aller jusqu’a la dégradation compléte des substrats. Des molécules
intermédiaires peuvent étre produites, ces derniéres n’ont pas la méme rétention et la méme
toxicité que les molécules initiales mais ne sont pas aussi nécessairement moins polluantes, ce
qui impose une identification et une connaissance de leurs propriétés et leur devenir dans
I’environnement.

Les transformations chimiques responsables de la dégradation sont de natures

abiotiques et biotiques (Calvet, 2005).



2.1. Dégradation abiotique

La dégradation abiotique des pesticides est due a des réactions chimiques qui ne sont
pas catalysées par des systemes enzymatiques. Elle comprend des réactions d’oxydations,
d’hydrolyses et de photoréactions.

Parmi les méthodes utilisées pour 1’élimination des pesticides, on peut citer :

2.1.1. Adsorption sur Charbon Actif en Poudre (CAP)
Pour permettre d'augmenter le temps de contact, donc le taux d'abattement des
pesticides, le CAP est injecté sous forme de barbotine (Gendrault, 2004).

2.1.2. Adsorption sur Charbon Actif en Grain (CAG)

Il est utilisé de préférence pour traiter les pollutions chroniques ou durables. Le
traitement s'effectue par simple percolation de I'eau a travers le CAG dans les filtres ouverts
ou fermés. La capacité d'adsorption d'un CAG est fonction de sa granulométrie (0,7 a 1mm) et
du temps de contact (12 a 15 min) (Gendrault, 2004).

2.1.3. Ozonation

L'ozonation est un traitement chimique par oxydation. L'utilisation de réactifs
chimiques oxydants pour le traitement des eaux a visé au départ la stérilisation de I'eau ou,
plus exactement, la destruction des germes pathogenes.

L'ozone a l'avantage de permettre des actions complémentaires dans la destruction d'un
grand nombre de micropolluants et dans l'amélioration des golts, des odeurs et dans la
destruction des couleurs.

Cette méthode consiste a transformer chimiquement les pesticides par oxydation
directe avec de I'ozone moléculaire. Le traitement s'effectue au sein d'une ou plusieurs cuves
de contact en mélangeant l'eau a traiter avec de l'air asséché et ozoné (Bottomley et Baker,
1989).

2.1.4. La nanofiltration
La nanofiltration est une filtration qui utilise des membranes partiellement perméables,
pour séparer préférentiellement différents fluides ou ions. Elle permet de concentrer des
solutions de constituants ayant un poids moléculaire supérieur a 1000 Da (Gendrault, 2004).
Une étude menée sur 1’¢limination de pesticides a I'échelle semi-industrielle et plus

particulierement I'élimination de l'atrazine et la simazine par nanofiltration a clairement



démontré l'influence des matiéres organiques naturelles sur la rétention de ceux-ci (Agbekodo
et al., 1996). Plus récemment, une étude a montré les performances de deux membranes de
nanofiltration industrielles utilisees pour la rétention de trois pesticides (diuron, atrazine,
simazine) testés séparément ou en association (Musbah et al., 2013).

L’¢limination du malathion par nanofiltration a également fait I’objet de nombreuses

études (Zhang et Pagilla, 2010 ; Sorour et Shaalan, 2013)

2.1.5. La photodégradation

Les réactions photochimiques impliquant les pesticides peuvent avoir lieu en tout
endroit exposé a la lumiére solaire : dans I’air, dans les eaux de surface, sur les couverts
végétaux et a la surface du sol.

La photodégradation directe des pesticides par les rayons solaires met en jeu trois
processus distincts : I’homolyse, I’hétérolyse et la photoionisation (Figure 3) (Burrows et al.,
2002).

P+ X* Homolyse
/ P*+X

>4 ou Hétérolyse

)*
P+ X

hv
PX ——> (PX

(PX)++ € Photoionisation

Figure 3 : Les processus impliqués dans la photolyse directe (Burrows et al., 2002).

-L’homolyse correspond a la rupture d'une liaison covalente entre deux fragments ;
chacun retenant I'un des deux électrons du doublet d'électrons liants, pour former deux
radicaux (P + X)) ;

-L’hétérolyse est la rupture d'une liaison covalente dans une molécule neutre générant
un anion et un cation. Dans cette reaction, les deux électrons qui formaient la liaison
covalente se retrouvent dans un seul fragment de la molécule, celui dont I'électronégativité est
la plus élevée (P + X ou P™+ X) ;

-La photoionisation peut étre réalisée par des rayonnements de longueur d'onde

suffisante pour éjecter un électron périphérique (PX™ + ¢)


http://fr.wikipedia.org/wiki/Clivage_(chimie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Liaison_covalente
http://fr.wikipedia.org/wiki/Radical_(chimie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Clivage_(chimie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Liaison_covalente
http://fr.wikipedia.org/wiki/Anion
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cation
http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89lectron%C3%A9gativit%C3%A9

Les réactions photochimiques sont trés variées ; elles conduisent a des composés dont
I’activité biologique est généralement différente de celle des molécules initiales. Dans
certaines conditions la transformation peut aller jusqu'a la minéralisation du pesticide (Calvet,
2005).

1.2.2. La dégradation biotique

La dégradation biotique est due a 1’action de divers organismes vivants. Elle résulte
de transformations chimiques dues a des systémes enzymatiques. Elle a lieu dans les milieux
naturels ; le sol, les sédiments et les eaux, mais elle peut aussi se produire dans les organismes
végétaux et animaux. Quand les étres vivants sont responsables de la dégradation on parle
plutdt de détoxification.

La microflore a I’origine de la dégradation biotique regroupe les champignons, les
algues, les protozoaires et les bactéries. Les microorganismes qui dégradent les pesticides sont
en majorité des bactéries et des champignons.

La microflore impliquée dans la dégradation des pesticides n’est généralement pas
limitée a une seule espéce. Son activité dans le processus de dégradation dépend a la fois de
son patrimoine enzymatique qui détermine la nature des réactions chimiques et de son
environnement qui exerce une influence sur son développement et sur sa survie.

Les microorganismes peuvent étre impliqués dans la dégradation des pesticides selon
les mécanismes suivants :

e Le métabolisme direct : qui fait des pesticides une source d’énergie utilisée pour la
croissance des microorganismes.

e Le cométabolisme : il s’agit de transformations chimiques des pesticides mais ils ne
sont pas une source d’énergie pour les microorganismes.

Le tableau IV montre les modes de dégradation de quelques pesticides et les

microorganismes correspondants.



Tableau IV : Modes de dégradation de quelques pesticides et les microorganismes impliqués
(Singh et Walker, 2006).

Composés Microorganismes Mode de dégradation
Parathion Pseudomonas diminuta. Co-métabolique
Arthrobacter sp. Catabolique(C)

Pseudomonas sp. Catabolique (C, N)

Coumaphos Flavobacterium sp. Co-métabolique
Nocardia souche B-1. Catabolique (C)
Diazinon Flavobacterium sp. Catabolique (P)
Pseudomonas spp. Co-métabolique
Arthrobacter spp. Co-métabolique
Glyphosate Bacillus megaterium 2BLW Catabolique (P)
Penicillium chrysogenum Catabolique (N)

C: carbone, P: phosphore, N : azote

2.2.1. Mécanismes microbiens de la dégradation
2.2.1.1. Le métabolisme direct

Les microorganismes ont besoin d’éléments nutritifs (C, N, P, S), d’eau et d’énergie
pour leur croissance et le maintien de leur activité. D’un point de vue biochimique, la
production d’énergie résulte d’échanges d’¢lectrons entre les composé€s donneurs organiques
et inorganiques et les accepteurs d’électrons (oxygéne moléculaire, nitrate, sulfate).

Beaucoup de pesticides peuvent étres des sources d’¢léments d’énergie pour les
microorganismes par la mise en ceuvre de diverses réactions chimiques cataboliques
catalysées par les enzymes.

En général les bactéries sont les plus capables d’effectuer ces réactions chimiques de
la molécule initiale aux molécules inorganiques finales. Certaines bactéries sont incapables de
dégrader toute la molécule ; elles n’effectuent qu’une partie ce qui nécessite 1’intervention de
plusieurs especes pour obtenir la minéralisation (Calvet, 2005).

-Caractéristiques générales du métabolisme direct

Le métabolisme direct est la conséquence de 1’utilisation des pesticides comme source
d’énergie, il a fait I’objet de nombreux travaux (Bollag et Liu, 1990 ; Fournier, 1996).

Des caractéres généraux ont été énoncés basés sur 1’observation effectuée a propos de
la minéralisation des acides phénoxy alcanoiques (Fournier, 1996) :

e la cinétique présente une phase de latence précédant une phase de minéralisation ;

e I’application ultérieure de pesticides fait disparaitre la phase de latence ;



e un sol ou se produit la minéralisation contient des bactéries spécifiques capables de

P’effectuer ;

e lavitesse de minéralisation est accrue par des applications successives.

La minéralisation se déroule suivant une chaine de réactions chimiques dont la

premicre d’entres-elles est I’hydrolyse, 1’oxydation, la réduction, ou la substitution, suivie par

d’autres types de transformations.

2.2.1.2. Le cométabolisme

-Définition : C’est un processus au cours duquel des microorganismes assurent leur

maintenance et leur multiplication aux dépens d’un substrat organique tout en dégradant des

pesticides sans que ceux-ci soient pour eux une source d’énergie ou d’¢éléments nutritifs. Il est

trés fréquent et beaucoup de microorganismes peuvent y participer (Singh et Seth, 1989). La

comparaison entre le métabolisme direct et le co-métabolisme est illustrée dans la figure 4.
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Figure 4 : Comparaison entre la dégradation par métabolite directe et la dégradation par co-

metabolisme. (a) métabolisme direct, (b) métabolisme indirect (co-métabolisme) (Calvet,

2005).




Le pesticide est dégradé en divers métabolites (M1, My, etc.) jusqu’a la production de
molécules inorganiques. Les enzymes nécessaires pour la dégradation peuvent étre produites
par une ou plusieurs souches microbiennes.

La maintenance et la multiplication des microorganismes sont assurées par la
minéralisation de composés organiques différents du pesticides et qui met en jeu des enzymes.
La dégradation du pesticide en métabolites (M1, My, etc.) différents ou identiques au cas
précédent est due a d’autres enzymes, et se deroule parallelement a celle des composés
organiques.

Ces métabolites peuvent éventuellement étre minéralisés.

-Caractéristiques générales

- Les champignons sont particulierement impliqués dans ce type de dégradation en
raison de I’abondance de leurs systemes enzymatiques.

- Le cométabolisme ne conduit généralement pas a une dégradation trés poussée des
pesticides quand une seule souche est concernée, et produit des métabolites qui sont des
molécules plus au moins transformées comparées a la molécule initiale du pesticide.
Cependant, il est possible que plusieurs souches interviennent en séquence pour accomplir la
dégradation et produire des métabolites, voir méme en utiliser certains comme substrat
énergétiques et les minéraliser.

- Les metabolites formés ont des propriétés différentes de celles du pesticide initial, en
particulier celles relatives a son transport et a sa toxicité. lls sont souvent plus polaires et plus

solubles dans 1’eau et parfois plus toxique (Fournier, 1996).

2.2.2. Principales réactions de biodégradation des pesticides

Toutes les réactions chimiques qui rentrent dans le mécanisme de la biodégradation des
pesticides ont une caractéristique commune : elles sont toutes catalysées par des enzymes,
généralement intracellulaires. Les principales réactions sont la réaction d’hydrolyse, la

réaction d’oxydation et la réaction de réduction.

2.2.2.1. Réaction d’hydrolyse

Ce type de réaction fait intervenir des enzymes comme les estérases, les phosphatases,
les lyases et les carboxyesterases. Les pesticides qui contiennent des groupes esters, éthers, et
amides peuvent étre hydrolysés et donner généralement des métabolites moins toxiques

(Munneck et al., 1982). L’hydrolyse des organophosphates, des phénylcarbamates et des



thiocarbamates conduit a une perte importante de leur toxicité (Calvet, 2005). La figure 5

montre le clivage enzymatique par hydrolyse du malathion.
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Figure 5 : Clivage enzymatique du malathion (P ase: phosphatase ; C’ase: carboxyestérase)
(Bourquin, 1975).

De nombreuses études ont traité la dégradation du malathion par des microorganismes
permettant sa métabolisation en divers produits finaux. L’activité carboxyestérasique est la
voie métabolique majeure, elle conduit a la production de deux métabolites que sont le
malathion monoacide et le malathion diacide (Matsumura et Boush, 1966). L’activité
phosphatasique constitue également une voie métabolique chez un grand nombre de
microorganismes (Bourquin, 1975)

Il existe des microorganismes et notamment des champignons qui secretent des
enzymes qui ont des propriétés hydrolytiques et agissent a 1’extérieur des corps microbiens
(Calvet, 2005).

2.2.2.2. Réaction d’oxydation

Tres fréquente dans le métabolisme des microorganismes, les réactions biochimiques
d’oxydation sont catalysées par diverses enzymes telles que les oxygénases et les
peroxydases.

Dans les milieux naturels oxygénés, I’oxygéne moléculaire (O,) n’est pas tres réactif. Il
doit étre transformé en oxydant plus efficace et cela demande de I’énergie et 1’intervention

d’enzymes, comme les oxygénases, et de coenzymes, comme le NADP. Quand deux atomes



d’oxygene provenant de 1’oxygeéne moléculaire participent a la réaction, I’enzyme impliquée
est une dioxygénase. Par contre, lorsqu’un seul atome d’oxygéne est impliqué, 1’enzyme
effectrice est une monooxygeénase.

La dégradation du malathion par désulfuration oxydative et par déméthylation sont
deux exemples de réactions d’oxydation qui sont, par ailleurs, deux voies métaboliques
mineures chez les microorganismes (Matsumura et Boush, 1966 ; Christie, 1969 ; Mostafa
etal., 1972)

2.2.2.3. Réaction de réduction
La réduction est aussi une voie possible de dégradation des pesticides. Ces derniers
doivent contenir les groupes cités dans le tableau V. Une autre réaction relevant de la

réduction, est la déshalogénation réductive observée pour les organochlorés (Calvet, 2005).

Tableau V : Les principaux groupes chimiques des molécules pesticides pouvant étre réduits
(Larson et Weber, 1994).

Groupes réduits dans les conditions des milieux naturels

Nom

Réaction de réduction

Exemples

Groupe nitro aromatique

(o

5

Dérivés du nitrobenzéne

Méthyl-parathion

Trifluraline

Groupe sulfoxyde

0
[ +2e +2H" Oxydéméton-méthyl
(|? ROR
N R
R—S—R'+H,0
Groupe alkyl
R—X—R,+2 e +2H" Déalkylation réductive
R]_ ﬁ( _Rz l
X=N, Oou S Ri—X—H + R,H de I'atrazine




2.2.3. Enzymes impliqués dans la dégradation des pesticides

Les enzymes sont des proteines capables de catalyser des réactions chimiques ; elles
agissent sur la vitesse des réactions. Leur variété est due a leur spécificité de substrat et de
réaction. Leurs activités dépendent aussi de plusieurs facteurs : le pH, la force ionique et la
température. Ces facteurs influencent de facon directe la cinétique de dégradation notamment
celle des pesticides.

Le sol renferme un grand nombre d’enzymes en raison de la diversité des
microorganismes qui sont la principale source d’enzymes. Elles sont présentes en faible
quantité dans la solution du sol. On les trouve aussi a I’extérieur du corps microbien
adsorbées sur les minéraux ou méme complexées par les substances humiques. Pour agir, les
enzymes intracellulaires (endoenzymes) nécessitent que les molécules organiques du substrat
soient absorbées, par contre les enzymes extracellulaires (exoenzymes) catalysent des
transformations dans la solution du sol ou plus souvent en phase adsorbée.

Cette différence a des conséquences sur la cinétique de dégradation. Toutes les
enzymes nécessaires a la dégradation des pesticides sont rarement présentes dans une seule
espéce microbienne, ce qui implique I’intervention de plusieurs espéces formant un
consortium (Fournier, 1996).

La dégradation des pesticides fait intervenir de nombreuses enzymes qui ne sont pas
spécifiques aux microorganismes et qui sont impliquées dans les transformations chimiques
de composés organiques naturels, ces derniers sont codés par des genes, dont quelques
exemples sont illustrés dans le tableau VI (Singh et Walker, 2006).

Cependant, beaucoup de pesticides ont une structure différente de celle du substrat
naturel et leur dégradation nécessite une évolution enzymatique des microorganismes. Cette
derniere est possible grace a une modification genétique des enzymes.

Dumas et al. (1989) et Shimazu et al. (2001) ont montré que la détoxification de
différents pesticides organophosphorés dans 1’environnement est réalisée par les
carboxyesterases. En général, I’hydrolyse d’une liaison phosphoester réduit la toxicité des
organophosphoreés selon Serdar (1996) et Horne et al. (2002). Les différents groupes de ces
enzymes ont été trouves dans les bactéries, les plus largement étudiées d’entre elles sont les
OPH, ces derniers issus des bactéries sont les plus favorable pour la bioremédiation des

insecticides organophosphorés (Horne et al., 2002).



Tableau VI : Quelques exemples de genes codant pour les enzymes de dégradation des

organophosphoreés (Singh et Walker, 2006).

Geéne Microorganisme Localisation Enzyme
Opd - Pseudomonas diminuta. - Plasmide. -  OPH
- Pseudomonas sp. - Plasmide. - OPH
Phn - Escherichia coli. - Chromosome. - Phosphatase.
GlpAetB - Pseudomonas pseudomallei. - Chromosome. - C-Plyase
PehA - Burkholderia caryophilli - Chromosome - PEH
PdeA - Delftia acidovorans - Chromosome - Phosphodiestérase

2.2.3.1. Cinétique de dégradation

Les vitesses de biodégradation des composés organiques apportés au sol sont
déterminées par la vitesse des réactions enzymatiques et la vitesse de la croissance
microbienne. La cinétique est 1’effet de la décroissance de la quantité de substrat a dégrader et
de la croissance microbienne, deux processus qui ne dépendent pas du temps de la méme
facon. C’est pourquoi les cinétiques ne sont pas des fonctions linéaires du temps et qu’elles se
présentent sous deux formes :

e [L’exponentielle négative est généralement observée pour les composé€s organiques
facilement dégradables et avec une grande biomasse microbienne initiale qui
n’augmente pas ou qui augmente peu en fonction du temps.

e La fonction sigmoidale est observée pour les substrats lentement dégradables avec une

petite biomasse initiale qui augmente avec la dégradation du substrat (Calvet, 2005).

3. Généralités sur les eaux usées
L’cau est une source vitale pour I’humanité. De multiples usages font appel a ce milieu

complexe et fragile : besoins alimentaires, utilisations domestiques, industrielles, agricoles et
touristiques. La croissance démographique et une gestion souvent incontrolée des ressources
en eaux conduisent néanmoins a une situation inquiétante de la pollution des eaux ce qui
engendre un nouveau terme appelé effluent ou eau usée.

En d’autres termes ces eaux ne peuvent étre rejetées dans la nature sans
conséquences nocives, compte tenu du danger de pollution qu’elle représente.

Aujourd’hui, la réutilisation des eaux usées est un enjeu politiqgue et socio-

économique. Elle représente une ressource alternative en eau permettant de limiter les




pénuries et de mieux préserver les ressources naturelles en limitant les prélévements d’eau

dans les milieux fragilisés.

3.1. Classification des eaux usees
L’origine, la composition et la quantité des déchets sont fonction de mode de vie d’ou

on distingue trois sources principales.

3.1.1. Eaux domestiques
Elle correspond a I’eau qu’on utilise au quotidien dans les habitations, on distingue
deux catégories :

e les eaux ménageéres des salles de bain et des cuisines qui sont généralement chargées
de substances biodégradables (graisses, savon, etc.), de détergents de produits
nettoyants et d’autres désinfectants ;

e les eaux vannes s’appliquent aux rejets des toilettes. Elles sont chargées de diverses

matieres organiques azotées et de germes fécaux.

3.1.2. Eaux industrielles

Les activités industrielles génerent selon le ou les types de fabrication des rejets
polluants continus ou discontinus d’une extréme diversité (Boeglin, 1999).

Les principaux polluants transitant dans les eaux usées d’origine industrielle sont :

e les toxines organiques ;

e les métaux toxiques ;

e les matiéres colorées ;

e les huiles et graisse ;

o lessels;

e les micropolluants organiques.

Dés lors, une politique d’assainissement des eaux résiduaires industrielles est
importante car les effluents chargés en pollution ne sont pas toujours compatibles avec le
systeéme d’épuration public destiné a 1’assainissement des effluents urbains.

Enfin, la présence d’¢léments indésirables peut dégrader la qualité des boues
d’épuration et interdire leur valorisation en agriculture. Certaines d’entre-elles nécessitent un

prétraitement de la part de I’industriel avant d’étre rejetées dans les collectes.



3.1.3. Eaux usées de ruissellement

Les eaux de ruissellement (eaux pluviales, eaux d’arrosage et de lavage des voies
publiques). Les eaux qui ruissellent sur les toitures, les cours, les jardins, les espaces verts et
les marchés entrainent toutes sortes de déchets minéraux et organiques : de la terre, des
limons, des boues, des sables, des déchets végétaux (herbe, pailles, feuilles, graines, etc.) et

toutes sortes de micropolluants (hydrocarbures, pesticides, détergents) (Desjardins, 1997).

3.2. Mesure de la pollution des eaux usées
Trois principaux parametres mesurent les matieres polluantes des eaux usées
domestiques :

e Les MES exprimées en milligramme par litre. Ce sont les matiéres non dissoutes
contenues dans l'eau. Elles comportent a la fois des éléments minéraux et organiques.

e La DBO exprimée en mg d'oxygene par litre : elle exprime la quantité de matieres
organiques biodégradables présente dans I'eau. Plus précisément, ce parametre mesure la
quantité d'oxygene nécessaire & la destruction des matieres organiques grace aux
phénomeénes d'oxydation par voie aérobie. Pour mesurer ce parametre, on prend comme
référence la quantité d'oxygene consommé au bout de cing jours ; c'est la DBO:s.

e La DCO représente la quantit¢é d’oxygene nécessaire pour oxyder les substances
organiques et inorganiques dégradables dans un échantillon (Dictionnaire

environnement, 2010).

3.3. Epuration des eaux usées

Le traitement des eaux usees devient de plus en plus important afin de protéger
I’environnement et en particulier la ressource en eau douce de notre plancte.

Le traitement des eaux usées a pour objet de diminuer leur charge en matieres
organiques et minérales, avant leur déversement dans le milieu naturel (Bouziane, 2000).

En Algérie, les eaux usées sont généralement déversées a 1’état brut, soit directement a
la mer, soit vers les oueds, avec dans les deux cas des problémes de pollution biologique et
chimique. Les cours d’eau fortement pollués traversent ou passent a proximité
d’agglomérations urbaines et de zones industriclles majeures (Oued El-harrach a Alger, Oued
Soummam a Bejaia, Oued Rhumel a Constantine, Oued Seybouse a Annaba). Les oueds
véhiculent de fortes charges polluantes et leur capacité de dilution et d’autoépuration ne suffit
plus a résorber la charge polluante. Ils se sont transformeés, pour la plupart, en égouts a ciel

ouvert, notamment en été ou leur débit baisse naturellement (Metiche, 2004).



En effet, pour un taux de couverture du réseau d’assainissement de 1’ordre de 85 %,
seules 20% des eaux usees collectées en Algérie sont traitées (Medkour, 2003).

En général, le traitement des eaux usées se fait en plusieurs étapes comme suit :

-Le traitement préliminaire
Le traitement préliminaire consiste en 1’enlévement des solides grossiers et d'autres

grands fragments de l'eau usée brute (FAO, 2003).

-Le traitement primaire

Le traitement primaire consiste en I’enléevement des solides organiques et
inorganiques sédimentables ainsi que les matériaux flottants (FAO, 2003). Les procédés de
traitement primaire sont physiques (par exemple, décantation plus au moins poussée) ou
éventuellement physico-chimiques, et produisent des boues primaires.

-Le traitement secondaire
Le traitement secondaire de nature biologique a pour but d’éliminer les pollutions
carbonées, azotées et phosphorées. 1l utilise la capacité auto-épuratrice de microorganismes.

De nombreux procédés peuvent étre utilisés : boues activées (tres largement utilisées),
lit bactérien, lagunage, biofiltration ou disques biologiques.

- Traitement de la pollution carbonée :

Cette pollution est éliminée a 1’aide de bactéries hétérotrophes en milieu aérobie et est
utilisée comme source d’énergie en présence d’oxygéne. Ces réactions engendrent une
augmentation de la biomasse. Elle doit étre extraite régulierement du réacteur afin de
conserver un état d’équilibre.

- Traitement de la pollution azotée :

Le traitement des composés azotés se déroule en deux étapes. La premiére phase est la
nitrification en milieu aérobie (formation de nitrites puis de nitrate a partir de 1’azote
organique et ammoniacal). Dans une seconde phase en conditions anoxiques, les nitrates sont
réduits en azote moléculaire en présence de carbone.

- Traitement de la pollution phosphorée :

Le phosphore ne pouvant étre rejeté dans I’atmosphére a 1’état gazeux, il doit étre

concentré dans les boues ou il peut étre assimilé biologiqguement (Comeau et al., 1986).



-Traitement tertiaire

Ce type de traitement a pour but d’améliorer certains parameétres spécifiques de la
qualité des rejets dans un milieu naturel vulnérable.

Parmi ces traitements, les plus importants sont les suivants :

e la désinfection lorsque le rejet a lieu dans un milieu aquatique a usage balnéaire, pour
diminuer les risques de contamination (eau potable, conchyliculture.) ou pour réduire les
risques liés aux perturbateurs endocriniens. L’oxydation par les UV ou par 1’ozone est la
plus utilisée actuellement ;

e |e traitement de finition afin de diminuer au maximum les MES, la DBOs, la DCO (filtre a
sable), les teneurs en phosphore (précipitation chimique).

e le traitement sur charbon actif utilisé pour éliminer par adsorption les molécules
résistantes aux traitements biologiques. Ce traitement élimine également couleurs et
odeurs des rejets (Pons et al., 2008).

Les différentes étapes du traitement des eaux usées sont illustrées dans la figure 6.
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Figure 6 : Schéma général d’épuration des eaux usées (Pons et al., 2008).



La quasi-totalité des procédés d’épuration des eaux résiduaires qu’ils soient physico-
chimiques ou biologiques, conduisent a la concentration des polluants sous la forme de
suspensions aqueuses ou de boues qui représentent des déchets volumineux (Boeglin, 1999).

Les boues de station d'épuration désignent I'ensemble des résidus de [lactivité
biologique des micro-organismes vivant dans les stations d'épuration, qui transforment les
matieres transportées par les eaux usées pour qu'elles puissent en étre extraites. Elles sont
constituees essentiellement d'eau, de sels minéraux et de matiére organique. Elles sont
réparties selon les familles suivantes :

e Boues primaires : qui proviennent du traitement primaire par décantation.

e Boues biologiques : biomasse en exces qui provient du traitement biologique secondaire.

e Boues mixtes : mélange de boues primaires et de boues biologiques.

e Boues physico-chimiques : proviennent de la décantation apres traitement avec un reactif
(Dictionnaire environnement, 2010).

La forme liquide des boues et leur forte charge en matieres organiques hautement
fermentescibles rend leur évacuation difficile d’ou I’existence d’un certain nombre de
traitements spécifiques qui consiste en :

— L’épaississement : C’est une simple décantation, les boues sédimentent au
niveau de 1’épaississeur. Ce qui permet la réduction de leur volume.

— La stabilisation : pour empécher ou réduire les problémes de fermentation et
d’éviter ainsi les nuisances olfactives. La stabilisation peut étre biologique par
voie aérobie (compostage), anaérobie (méthanisation) ou chimique (chaulage
ou autres traitements).

— La déshydratation: elle a pour objectif de réduire leur volume par
épaississement et/ou par déshydratation pour faciliter par la suite le transport et
le stockage (Amir, 2005).

4. Méthode des plans d’expériences

Depuis bien longtemps, 1’observation et I’expérimentation sont deux outils essentiels
de I’avancement des sciences. L’observation permet d’acquérir une premiére connaissance
des phénomenes de la nature, au sens le plus large, et d’en déduire des hypotheses, qui
doivent ensuite étre vérifiees et, éventuellement précisées ou amendées.

A D’époque actuelle, bon nombre de procédés de fabrication ou d’expériences en

laboratoire deviennent de plus en plus complexes car ils dépendent d’un grand nombre de



variables difficiles a régler intuitivement. Une telle problématique est primordiale dans le
milieu industriel ot minimiser le nombre d’expériences a réaliser est synonyme de gain de
temps et de productivité. Réaliser des productions de la meilleure qualité possible au co(t le
plus bas est de plus une quéte universelle pour tous les fabricants (Tinsson, 2010).

Un plan d’expériences peut étre défini comme une organisation raisonnée d’essais
permettant d’obtenir le maximum de renseignements avec le minimum d'expériences. Les
plans d’expériences s’appliquent a de nombreuses disciplines et a toutes les industries dés lors
que I’on recherche le lien qui existe entre une grandeur d’intérét donnée, et des variables qui y
sont associées (Goupy, 2006).

Les plans d’expériences testent plusieurs facteurs a des niveaux différents a la fois pour
chaque essai selon une procédure programmeée, qui permet une approche sure, fine et rentable du
phénomeéne étudié, contrairement a la démarche expérimentale classique « variation du niveau

d’un seul facteur a la fois», qui est longue et colteuse.

4.1. Table ou matrice d’expériences

Une table (ou matrice) d’expériences est un tableau dans lequel chaque ligne
correspond a un essai expérimental indiquant les niveaux que doivent prendre les facteurs
étudiés (Sabre, 2007).

L’¢tude d’un phénomene revient souvent a s’intéresser a une grandeur
particuliere comme la biodégradation d’un substrat donné ou la croissance cellulaire.
Cette grandeur dépend d’un grand nombre de variables. La biodégradation d’un substrat
donné est fonction de sa concentration initiale, de la concentration initiale de biomasse,
de la température, du pH, du taux d’aération, etc.

Sous une forme mathématique, on peut €crire que la grandeur d’intérét, y, est une
fonction de plusieurs variables x;. On a :

y =f (X1,X2,X3, ..., Xk)

L’étude du phénomeéne se raméne a déterminer la fonction f(') qui lie la réponse y
aux différents facteurs xi, Xo, ..., xk.

La grandeur d’intérét, qui est généralement notée y, porte le nom de réponse. Les
variables qui sont susceptibles de modifier la réponse sont appelées facteurs. On parle
donc des facteurs qui influent sur une réponse. Les termes facteur et réponse sont
universellement employés dans le domaine des plans d’expériences (Goupy et

Creighton, 2006).



1.4.2. Les différents types de facteurs
La construction des plans et I’interprétation des résultats dépendent en grande partie
des types de facteurs rencontrés dans 1’étude. On distingue plusieurs types de facteurs. Nous
citerons les types de facteurs suivants : les facteurs continus, les facteurs discrets, les facteurs
ordonnables, les facteurs booléens.
e Facteurs continus
La pression est un exemple de facteur continu. Dans un intervalle de pression donné,
on peut choisir toutes les valeurs possibles. Il en est de méme d’une concentration ou d’une
température. Les valeurs prises par les facteurs continus sont donc représentées par des
nombres continus.
e Facteurs discrets
Les facteurs discrets ne peuvent prendre que des valeurs particulieres. Ces valeurs ne
sont pas forcément numériques : on peut représenter un facteur discret par un nom, une lettre,
une propriété ou méme par un nombre qui n’a alors en soi aucune valeur numérique mais
qu’une signification de repére. Par exemple, on peut s’intéresser aux couleurs d’un produit :
bleu, rouge et jaune sont des facteurs discrets.
e Facteurs ordonnables
I1 s’agit de facteurs discrets que 1’on peut mettre dans un ordre logique. Par exemple,
grand, moyen, petit, ou encore premier, deuxiéme, troisieme et quatrieme.
e Facteurs booléens
Les facteurs booléens sont des facteurs discrets qui ne peuvent prendre que deux

valeurs : haut ou bas, ouvert ou fermé, blanc ou noir, etc. (Goupy et Creighton, 2006).



Partie I1:
Cinétiqgue de biodégradation
du malathion
et
utilisation de la mélasse,
du modt de rebuts de dattes
et du glucose
comme

substrats additionnels



La majorité des travaux portant sur la biodégradation du malathion mettent en ceuvre
des cultures pures (Kamal et al., 2008 ; Goda et al., 2010 ; Singh et al., 2012). Il y a tres peu
d’informations disponibles concernant la dégradation du pesticide par des cultures mixtes,
notamment par les boues activees (Barik et al., 1984 ; Kanazawa, 1987). Dans le cadre de ce
chapitre, nous avons étudié le traitement du malathion testé a différentes concentrations par
des boues activées locales préalablement adaptées au pesticide. Dans une seconde étape, nous
avons effectué via I’analyse par GC-MS, I’identification du ou des produit(s) de degradation
du malathion. Nous avons également procédé a la recherche et I’identification des principaux
groupes bactériens présents dans les boues activées utilisées a 1’issue du traitement par le
pesticide a 60mg/I.

A la lumiere des contraintes économiques associées aux différents modes de traitement
des pesticides, I’emploi de sous-produits bon marché comme co-substrats peut contribuer a
réduire considerablement le co(t de leur traitement biologique.

Sachant que la dégradation des polluants organiques peut étre améliorée en présence
de substrats de croissance additionnels, nous avons testé séparément 1’effet du glucose, de la
mélasse (sous-produit de la fabrication du sucre) et du moQt de rebuts de dattes (sous-produit

de la culture dattiere) sur 1’élimination du malathion.

1. Matériel et méthodes
1.1. Matériel biologique

Dans notre cas, le matériel biologique est constitué par des boues activées dont nous
avons effectué la collecte au niveau de la station d’épuration de Beni-Messous localisée en
bord de mer, plus précisément a Ain Benian a I’ouest d’Alger. Les boues ont été prélevées au
niveau du bassin d’aération (Figure 7) et ont subi plusicurs lavages successifs afin d’éliminer
toutes les impuretés et ce, avant leur mise en culture. Cette derniére a été réalisée dans un
bioréacteur de 9 litres agité et aéré contenant un milieu de culture dont la composition est

détaillée dans le paragraphe ci-apres.



Figure 7: Bassin d’aération de la station d’épuration d’Ain Benian.
1.2. Le milieu de culture
Afin d’assurer 1’entretien des boues activées, nous avons utilisé le milieu de culture

proposé par Barik et al. (1982), et qui a la composition suivante :
- Pour 1 litre d’eau distillée: K,HPO, (0,1g), MgSO, (0,2g), FeSO, (0,001g),

(NH4)2S04 (1g), NaCl (1g), Na,Mo0O4 (0,0033g), Glucose (2,59).

Le malathion utilisé, nous a été¢ fourni par I’entreprise Alphyt de Baraki. Il s’agit
d’un liquide plus ou moins visqueux de couleur légérement jaunatre et contenant 95% de
matiére active.

La partie minérale du milieu susmentionné a servi pour les besoins des essais qui
concernent I’utilisation de la mélasse et du glucose comme seconde source de carbone en
présence de malathion & 60mg/I.

Ces expérimentations ont été réalisées comme suit :

- température : ambiante (25°C £ 2°C) ;

- volume réactionnel de 500 ml ;

- aération a I’aide d’un diffuseur d’air ;

- pH compris entre 5,8 et 6,3 et ajusté au besoin avec de I’hydroxyde de sodium (1N) ou
avec de I’acide chlorhydrique (0,5N).

Le milieu minéral utilisé dans les essais portant sur 1’utilisation du moftt de rebuts de
dattes a la composition suivante : MgSO, (7H,0) 0,4g, (NH4),SO, 7g, FeSO, 13,66mg,
MnCl, (4H,0) 3,14mg, ZnSO, (7H.,0) 4,4mg, CuSO, (5H,0) 0,79mg et CaCl, 55,43mg
dissous dans 1000ml d’eau distillée. Le pH du milieu est ajusté a 6.0 grace a la solution
tampon de Sorensen de composition suivante : KH,PO, 7,93g, Na,HPO, (2H,0) 1,48g,
dissous dans 1 litre d’cau distillée. Le milieu minéral ainsi constitué est stérilisé par
autoclavage a 121°C pendant 15 min.

1.3. Procédure d’adaptation des boues activées au malathion



Ce processus a consisté en la culture des boues activées sur un milieu minéral
contenant deux sources de carbone (glucose et malathion). La concentration du glucose a été
réduite progressivement de 2500mg/1 jusqu’a la valeur de zéro sur une période d’un mois
parallélement a 1’augmentation progressive de la concentration du malathion. Le but de cette
procédure est de permettre aux microorganismes de s’adapter a leur nouvel environnement
(présence de malathion) en leur permettant de synthétiser ou de réactiver les enzymes

nécessaires a la dégradation du pesticide.

1.4. Biodégradation du malathion
1.4.1. Effet de la concentration initiale du malathion sur sa propre dégradation et
modélisation du processus de biodégradation

Les cinétiques de fermentation sont habituellement décrites soit par le modele de la
croissance cellulaire (p) soit par celui de la consommation du substrat (rs). Dans la présente
étude, le modele cinétique de Haldane (Edwards, 1970) (Equation 3) basé sur le taux de
consommation spécifique du substrat a été appliqué avec des concentrations du malathion
comprises entre 5mg/l et 140mg/l. L’équation du modéle a été résolue par la méthode de
régression non linéaire par le biais du logiciel Statistica Release 7.0 (StatSoft Inc.). La

concentration résiduelle du malathion a été déterminée a différents intervalles de temps.

Equation de Haldane (Edwards, 1970) (Equation 3) :

S Ki
= Msmax s Toy 55 ko) ©)

r
Ou : K, Ki, Is, I's max €t S sont respectivement la constante de demi saturation (mg/l), la
constante d’inhibition (mg/l), le taux spécifique de consommation du substrat (1/h), le taux
spécifigue maximum de consommation du substrat (1/h) et la concentration du substrat (mg/l).
Les valeurs du taux spécifiqgue de consommation du malathion rs (1/h) ont été

calculées selon I’équation suivante (Equation 4) :
rs =-— (4)

X et S correspondent aux concentrations de biomasse et de malathion a 1’instant t.



1.4.2. Effet de sources de carbone additionnelles sur le processus de dégradation du
malathion ainsi que sur la croissance cellulaire

Dans la perspective d’améliorer le rendement du traitement du malathion, nous avons
entrepris d’étudier I’effet de sources de carbone additionnelles sur la croissance cellulaire
d’une part, et sur le taux de dégradation du malathion d’autre part. Pour cela, trois sources de
carbone que sont le glucose le moQt de rebuts de dattes et la mélasse a la concentration de
5000 mg/l ont éteé choisies et testées separément en présence du malathion a 60mg/I.

Les valeurs du taux spécifique de croissance des microorganismes ply ont été calculées

durant la phase exponentielle de la croissance selon la formule suivante (Equation 5) :

X _
Inﬁ = Uyt 5)

Avec Xo, X sont les valeurs de la concentration de la biomasse en début

d’expérimentation (a to) et a I’instant t, respectivement.

1.4.2.1. Effet du glucose et de la mélasse sur la croissance cellulaire et sur la
biodégradation du malathion

La mélasse utilisée nous a été fournie par I’usine de levure boulangere sise a Oued-
Smar. La concentration initiale de biomasse est de 2000mg/l et celle des sources de carbone
additionnelles est de 5000mg/l. Les essais ont été incubés a température ambiante (25°C +
2°C) sous agitation magnétique (200tr/min) pendant 4 jours. Le pH a été maintenu aux
alentours de 6,0 par addition manuelle d’une solution d’hydroxyde de sodium 1M et d’une
solution d’acide sulfurique 0,5M. La concentration résiduelle du malathion ainsi que la
concentration de biomasse ont été déterminées a différents intervalles de temps.

L’utilisation de la mélasse nécessite comme préalable un prétraitement physico-

chimique qui consiste en :



IMélasse brute

v

Dilution au % avec de ’eau distillée

v

Acidification avec du H,SO4 IN jusqu’a pH= 3,0

Décantation pendant 2h

v
IRécupeération du surnageant

Centrifugation & 3000tr/min pendant 15min

7 , . A\
Récupération du surnageant

Alcalinisation avec du NaOH N jusqu’a pH= 9,0 4 40°C

Décantation pendant 2h

7 7 - \ 4
Récupération dU surnageant

Centrifugation a 3000tr/min pendant 15min

v

Récupération du surnageant

Ce prétraitement vise 1’élimination des métaux lourds et les autres boues susceptibles

d’inhiber la croissance cellulaire.

1.4.2.2. Effet du glucose et du modt de rebuts de dattes sur la croissance cellulaire et sur la
biodégradation du malathion

La datte est un fruit sucré produit par le palmier dattier (Phoenix dactylifera).
Originaire des oasis des déserts d’Afrique du nord, du sud-ouest asiatique et du Moyen-
Orient. La datte est considérée comme 'un des fruits les plus anciennement cultivés. La
production mondiale de ce fruit est estimée a 7,3 millions de tonnes en 2011, dont 724894
tonnes produites en Algérie (FAO, 2013b). Selon El-Sharnouby et al. (2007), sur la base du
poids sec, la datte est constituée de 62 a 75% de glucides, de 2,2 a 2,7% de protéines, de 5 a
8% de fibres, de 0,4 & 0,7% de lipides et de 30 a 50mg/100g d’acide ascorbique.



Le mo0t de datte est trés nutritif, il constitue par ailleurs, un substrat trés appréciable
pour la fermentation par les microorganismes (Nancib et al., 2005; Gupta et Kushwaha,
2011).

En Algérie, une large quantité (60000tonnes/an) de rejets constitués de dattes mures,
impropres a la consommation humaine, est malheureusement non exploitée et perdue (Nancib
et al., 1997). Ces rejets qui sont issus des plantations de palmiers dattiers ou bien encore de
I’industrie de conditionnement des dattes, constituent un substrat attractif pour les procédés
biotechnologiques.

Un mélange de rebuts de dattes («H’Chef») et des écarts de tris de dattes a éte
gracieusement mis a notre disposition par un exploitant local d’une palmeraie de la wilaya de
Laghouat. Le choix de ce rejet a été motivé par sa faible valeur marchande, sa richesse en
sucres et sa large disponibilité. Le modt qui en est extrait, constitue de par sa richesse en

sucres simples un milieu favorable pour le développement des microorganismes.

1.4.2.2.1. Préparation du moQt de dattes

La préparation du moQt de dattes a été effectuée selon le protocole suivant : apres
triage manuel des rebuts et des écarts de tris de dattes pour éliminer les particules tels que, les
cailloux et autres débris végétaux, ils sont lavés a 1’eau du robinet puis a 1’eau distillée. Apres
égouttage et dénoyautage, les pulpes ont été découpées. Elles sont ensuite immergées dans de
I’eau distillee a 75-80° C, a raison de 1kg de pulpes de rebuts de dattes pour 4 litres d’eau
distillée pendant 45 minutes, sous agitation continue (Ould EI Hadj, 2001). Dans le but de
séparer les débris cellulosiques de la phase liquide riche en sucres, le modt ainsi obtenu a été
filtré¢ a ’aide d’un tissu gaze puis pressuré. Les concentrations en sucres réducteurs testées
dans cette partie de I’étude ont été obtenues par dilution appropriée du concentré du mott
avec de 1’eau distillée.

Les essais de biodégradation du malathion par la culture microbienne mixte sont
menés dans des volumes réactionnels de 200ml comprenant 100ml de milieu minéral
contenant du malathion a 60mg/l additionnés de molt de dattes ou de glucose aux
concentrations suivantes : 0,5 ; 5; 10 ; 20 et 30g/l et inoculés avec 100ml de boues activées a
la concentration de 400mg/l. La concentration finale de biomasse est de 200mg/l. Les essais
sont recouverts de papier aluminium (pour éviter la photodégradation du malathion) avant
leur incubation pendant 110 heures a 28°C + 1°C sous agitation mécanique (110tr/min) et

sous aération. Cette derniére étant assurée par un diffuseur d’air avec un débit de 2,51/min/l.



Un essai témoin est réalisé sans substrats additionnels dans les mémes conditions

experimentales.

1.5. Méthodes analytiques
1.5.1. Détermination de la concentration de la biomasse

La determination de la concentration de la biomasse au cours des différentes cultures a
été effectuee par mesure des MVS. C’est la différence entre les MES et la masse de matiére
minérale récupérée aprés incinération. Le protocole choisi correspond a la méthode est le
suivant :

A l’issue de la mesure de MES (filtration suivie d’un séchage a 105°C pendant 2h),
placer le filtre dans un four a moufle a 550°C jusqu’a ce que la masse du filtre ne varie plus.

La valeur des MVS est alors obtenue en faisant le calcul suivant (Equation 6) :
MVS (mg/l) = (M ES_ massefina|e aprés incinération — maSSEfmre)/volume d’échantillon (6)

L’erreur relative estimée : +10%.
Pour les besoins de 1’établissement d’une courbe étalon DO= f (MVS), nous avons

procédé comme suit :

Solution des boues activées (solution mere)

!

Fréparation de 6 dilutions (1/4, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256)

!

Mesure de la densité optique correspondant a chaque dilution a 550nm

J

Détermination des MVS

!

DO= f(MVS)



Pour établir la courbe d’étalonnage propre a la biomasse utilisée, il suffit de porter les
valeurs de DO correspondant a chaque dilution en fonction des valeurs de MVS

correspondant a ces mémes dilutions (Annexel).

1.5.2. Dosage du malathion

La méthode de dosage choisie est celle développée par Naidu, et al. (1990). 11 s’agit
d’une méthode de dosage colorimétrique basée sur 1’hydrolyse alcaline du malathion dissout
dans du tétrachlorure de carbone en DMDTP et fumarate. Le DMDTP en se combinant a
I’heptamolybdate d’ammonium donne un complexe stable de couleur bleutée dosé par
spectrophotométrie a 825nm. La figure 8 illustre de maniere exhaustive les différentes étapes

de la méthode.

Iml d’échantillon+9ml de CCls+1ml d’éthoxyde de sodium
lAgitation modérée pendant exactement 1min

Ajout de 5Sml d’eau distillée
lAgitation rigoureuse pendant exactement 2min
Récupération de la phase aqueuse

!

Ajout de 2ml d’une solution d’heptamolybdate d’ammonium tétrahydraté a 20mg/ml
+
1ml de HCI (0,5N)
Chauffage a 80°C dans un Bain Marie pendant 10min

Lecture de la DO par spectrophotometrie a 825nm

R

Figure 8 : Les différentes étapes de la méthode de dosage du malathion.



Une courbe d’étalonnage a été réalisée exprimant 1’absorbance en fonction de

différentes concentrations du pesticide (Annexe 2).

1.5.3. Calcul de la densité du malathion

La densité du malathion a été calculée en utilisant un pycnométre d’un volume égal a
10ml, apres avoir effectué les mesures suivantes :
- masse du pycnomeétre rempli de malathion jusqu'au trait de jauge (my.);
-masse du pycnomeétre rempli d'eau jusqu'au trait de jauge (me);
-masse du pycnometre vide et sec (m,).

La masse de malathion contenu dans le pycnometre se déduit par différence (Equation
7):

My =mg-my (7)

De méme, nous pouvons exprimer la masse d'eau contenue dans le pycnometre
(Equation 8) :

Me = me‘ mv (8)

D’ou :

Densité = M,/ M, 9)

Le but de la détermination de la densité relative du malathion étant de permettre le
calcul des volumes a prélever a partir de la solution mere de malathion correspondant aux

différentes concentrations massique a tester.

1.5.4. Analyse physico-chimique du modt de dattes
1.5.4.1. Dosage des sucres réducteurs

Les sucres réducteurs sont constitués par I’ensemble des sucres a fonction cétonique
ou aldéhydique. Le dosage des sucres réducteurs du concentré de modt de dattes préparé a été
effectué par la méthode a 1’acide 3,5-dinitrosalicylique (3,5-DNS) (Miller, 1959) dont le

principe est le suivant :



En milieu alcalin et a chaud, le 3,5-DNS jaune est réduit par les oses réducteurs en

acide 3-amino 5-nitrosalicylique rouge orangé (Figure 9).

Coo™ coo

e —
+dH + b S
Janmne Orange-ronge
Glucides réducteurs —_— Produits d’oxydation + ne’
«—

Figure 9 : Réaction de réduction du D.N.S.

La chimie de la réaction est complexe et la réaction d’oxydoréduction avec les
glucides n’est pas steechiométrique, les courbes d’étalonnage ne passent pas toujours par
’origine.

Le réactif au DNS est un melange de deux solutions :

Solution 1 : 300g de tartrate de potassium dissous dans 500ml d’eau distillée.
Solution 2 : 10g de DNS dissous dans 200ml de soude a 2N.

Mélanger extemporanément les solutions 1 et 2 et compléter a 1litre avec de I’cau
distillée.

Gamme d’étalonnage :

Dans une série de six tubes a essai :

. Introduire 0; 0,2 ;0,4 ; 0,6 ; 0,8 et 1ml de solution étalon a 0,45g/l de glucose.
. Compléter a 1ml avec de I’eau distillée.
. Ajouter 2ml de réactif au 3,5-dinitrosalicylate.

Tous les tubes, bouchés, sont portés au bain-marie bouillant en méme temps pendant
exactement cing minutes, puis sont refroidis dans un bain d’eau glacée. On compléte chaque
tube a 10ml avec de I’eau distillée. On homogénéise et on laisse reposer 15 minutes a
température ambiante.

Les lectures des densités optiques sont réalisées a 540nm contre le blanc réactif.



1.5.4.2. Détermination de la matiére séche
La matiére seche, exprimée en pourcentage, a été déterminée par dessiccation d’une

prise d’essai dans une étuve a 105°C pendant 24 heures jusqu’a obtention d’un poids constant.

1.5.4.3. Détermination du taux de cendre
La quantité de cendre totale, exprimée en pourcentage, a €té deéterminée par
incinération. Un étuvage a 105°C pendant 24 heures des échantillons est suivi par une

calcination au four a moufle (1 heure a 600°C).

1.5.4.4. Détermination du taux d’humidité
Le taux d’humidité a été¢ obtenu par la relation suivante :
Taux d’humidité=(Poids initial de [’échantillon—Poids de la matiere séche)/Poids initial de

’echantillon

1.5.4.5. Mesure du pH
La mesure du pH a été effectuée a I’aide d’un pH-métre.

1.5.5. Analyse statistique

Toutes les mesures expérimentales ont ¢té effectuées en duplicata. L’analyse
statistique des résultats obtenus a été effectuée par le biais du test de Student. Les valeurs de
la probabilit¢ p inférieures a 0,05 ont été considérées comme étant statistiquement

significatives.

1.5.6. Etude microbiologique

L’analyse microbiologique des boues activées a été réalisée au niveau du laboratoire
de microbiologie affili¢ a la Société des Eaux et de 1’ Assainissement d’Alger (SEAAL).

Cette étude avait pour objectif I’identification, aprés traitement avec le malathion, des
grands groupes bactériens présents dans les boues activees utilisées qui seraient impliqués
dans le processus de dégradation du pesticide.

L’analyse a porté sur la recherche et le dénombrement des groupes bactériens suivants

les coliformes ; les enterocoques ; les salmonelles ;

les pseudomonas ; les staphylocoques ; les sulfitoréducteurs.



La composition des milieux de cultures utilisées dans le cadre de cette analyse est
donnée en annexe 3.
1.5.7.1. Recherche et dénombrement des coliformes
Nous avons entrepris 1’identification et le dénombrement des coliformes ainsi que
I’espéce Escherichia coli par la méthode de Colilert®- 18 (les laboratoires IDEXX) qui a été
certifiée par AFNOR sous la référence IDX 33/01-11/09 et qui est basé sur la combinaison de
substrat chromogénique et fluorogénique qui permet la détection de la quantité totale de
coliformes et la présence de la bactérie E. coli.
e Les coliformes utilisent la bétagalactosidase pour métaboliser I’ONPG qui vire
alors de I’incolore au jaune.
e La bactérie E. coli utilise la bétaglucuronidase pour métaboliser le MUG et
produire une fluorescence qui traduit la présence de cette bactérie dans notre
échantillon analysé. Les résultats sont lus sous lumiére ultraviolette. Le mode

opératoire est illustré dans la figure 10.



Etapel:  Ajouter le réactif a I’échantillon et mélanger soigneusement.

'\_

Etape2 :  Verser dans Quanti-try (dont les puits sont numérotés de 1a 50).

Etape3:  Sceller avec le conditionneur Quanti-try et placer
dans une étuve a 35°C pendant 18 heures.

Etape4 : Lire les résultats.
Puits jaunes = colifomes totaux.
Puits jaunes/fluorescents = E. coli.

Figure 10 : Mode opératoire d’identification et de dénombrement des coliformes.

1.5.7.2. Recherche et dénombrement des entérocoques
Aussi de maniére quantitative, nous avons procédé au dénombrement des
enterocoques intestinaux par la méthode Enterolert™-E conforme & la norme 1SO 7899-1
(1998), qui est basée sur I’utilisation de substrat fluorogénique qui permet la détection de la
quantité totale d’entérocoque.
e Les entérocoques utilisent leur enzyme la bétaglucosidase pour métaboliser le
MUG et produire une fluorescence, les résultats sont 1a aussi lus sous lumiére

ultraviolette. Les étapes du mode opératoire sont illustrées dans la figure 11.



Etapel :

Etape?2 :

Etape3:

Etape4 :

Ajouter le réactif a I’échantillon et mélanger soigneusement.

Verser dans Quanti-try (numéroté de 1a 50).

Sceller avec le conditionneur Quanti-try et placer dans une étuve a 35°C
pendant 18 heures.

Lire les résultats.
Puits bleus/fluorescents = Entérocoques fécaux.

Figure 11 : Mode opératoire d’identification et de dénombrement des entérocoques.

1.5.7.3. Recherche et dénomrement des salmonelles

Le mode opératoire choisi est celui du Standing Committee of Analysts (2006). Il

consiste en la recherche et le dénombrement des salmonelles par la méthode de filtration selon

les étapes suivantes :

Etapel : le préenrichissement

Consiste a regénérer notre échantillon en le déposant dans I’eau peptonée tamponnée

(prélever 1ml de I’échantillon & partir de la dillution 10 et le mettre dans 9ml d’eau

peptonée tamponnée), et I’incuber a 37°C pendant 18h.




Etape?2 : I’enrichissement
Il s’effectue sur deux milieux séléctifs différents :
e milieu de Rappaport Vassiliadis ;
e milieu sélénite cystine.
Cette étape d’enrichissement consiste a inoculer 1ml en double a partir du tube de

préenrichissement dans les deux milieux cités préalablement.

le premier tube de Rappaport est incubé a 37°C, 24h ;

le deuxieme tube de Rappaport est incubé a 42°C, 24h ;

le premier tube de sélénite-cystine est incubé a 37°C, 24h ;

le deuxieme tube de sélénite-cystine est incubé a 42°C, 24h.

Etape3 : Isolement
Chaque tube a fait I’objet d’un isolement sur un milieu gélosé (gélose Hektoen) apres

filtration sur menbrane. L’incubation se fait a 37°C pandent 24h.

Etape4 : la lecture
Seule les colonies de salmonelle se présentant en gris-noir seront prises en

considération.

1.5.7.4. Recherche et dénombrement de Pseudomonas aeruginosa
Cette analyse consiste a la détection et le dénombrement de 1’espéce Pseudomonas
aeruginosa par filtration sur membrane conforme a la norme NF EN 12780 (2002). Le mode

opératoire est illustré dans la figure 12.



Echantillon a analyser

Matériel de filtration : ;: : !i

eeeeeee

Robinet inoxydable

Filtration d'un volume d’échantillon
10 ml

**=mbrane de 0.45 pm de porosité.
Milieu : gélose Cétrimide

Incubation a 36 £ 2 °c pendant 44 = 4 h.

Colonies a pigmentation bleu-vert : Pseudomonas aeruginosa confirmées.

Colonies a pigmentation brun'rougeétre : a confirmer Colonies fluorescentes : a confirmer

‘/Ge'lose Nutritive Gelose mcllnee King A
Incubationa 36 £ 2 °c Incubation a 36 £ 2 °c

pendant 22 £ 2 h, pendant 22 £ 2 h (ou cing
jours maximum),

Présence de colonies
sur la surface du milieu

Il Testa _

|/ loxydase Apparition d une zone de‘

L couleur bleu a verte due a la
O 0 production de pyocyanine
Disque d'Oxydase ou réactif Disque d'Oxydase ou réactif
Pas de Coloration = réaction  Coloration violette = réaction
négative positive

Figure 12 : Mode opératoire de recherche et de dénombrement de Pseudomonas aeruginosa.

1.5.7.5. Recherche et dénombrement des staphylocoques

La méthode utilisée est une méthode interne de 1’organisme SEAAL. Elle consiste en

la recherche et le dénombrement des staphylocoques a coagulase positive par la méthode de
filtration sur membrane. Le détail du mode opératoire est indiqué dans la figure 13.



Matériel de filtration

gl ‘ \
s NP
Fiole 3 vide Plaque poreuse

4 en acier
Robinet  jnoxydable

l Filtration d'un volume d'échantillon
10 ml

E !!lg Men.Jrane de 0.45 pm de porosité.

ilieu : gélose Chapman au mannitol

Incubation 3 36 £ 2 °c pendant 44 £ 4 h,

-0 M ® S,0,0 s —
| = e ————

Colonies lisses légérement bombées a contours réguliers et pigmentées soit en
jaune (fermentation du mannitol) ou en blanc.

Double test de confirmation sur la méme colonie
Double test de confirmation sur la méme colonie

/ \ Test 4 Ia coagulase :

Déposer une goutte d'une

Test a la catalase

solution de peroxyde Prélévement d'une demi
d'hydrogene H,0,a 20V colonie et la triturer dans le
Prélsvement d'une demi l‘muillon B.H.LB : incubation
a36£2°Cpendant20 £ 4

colonie et I'émulsionner dans

la goutte d' H,0,

Incubationaa 36 £
2°Cpendant2a6h

Observation immediate a
I'ceil nu ou au microscope

4

0090
/—[00%?0 ?Ej

Apparition de bulles
d'oxygene : Catalase positive 0,3 ml plasma 0,1 mldela Coaqulase positive
de lapin culture

Figurel3 : Mode opératoire d’identification et de dénombrement des staphylocoques.



1.5.7.6. Recherche et dénombrement des sulfitoréducteurs

L’analyse est basée sur la recherche et le dénombrement des spores de clostridies
anaérobies sulfito-reductrices par la methode de filtration sur membrane, conforme a la norme
I1SO 6461-2 (1986). Voire le mode opératoire décrit dans la figure 14.

4 ook
Y g‘ R\ g ('/Wde
iole a vide ﬁ Pla\que;&’;ﬂise

: en acier
Robinet  jnoxydable

Matériel de filtration

Filtration de 10 ml d'échantillon 1 a7 Membrane filbants
Placer le filtre face supérieure tournée @ porosite 0.22 um
vers le bas dans le fond d'une boite de

Pétri en s'assurant qu'il ne reste pas de w

bulles d’air sous le filtre.

Verser le milieu de culture avec additifs 1
(gélose Viande-Foie + Alun de fer +

sulfite de sodium) jusqu’au rebord de la @
boite de Pétri.

Incuber a 37 + 1°C pendant 22 + 2 h et 44 +4 h.

l

Dénombrement des colomies sulfibo-réductrices

Figure 14: Mode opératoire d’identification et de dénombrement des clostridies sulfito-
reductrices.

1.5.8. Analyse des produits de dégradation du malathion par GC-MS
On s’est proposé d’identifier les éventuels métabolites du malathion en fin de culture

par GC-MS. Les conditions opératoires sont les suivantes:



Appareil GC : type HP (Agilent technologies) 6800 plus.
e Injecteur : température : 250°C
o Mode d’injection : SplitLESS
o Volume injecté : 1pul
e Colonne : type : hp-5ms
o Dimensions : longueur 30m ; diametre interne 0,25 mm ; épaisseur du film
0,32um
o Phase stationnaire : diphényle (5%) - diméthylarylénesiloxane (95%)
o Température du four : 90°C, palier 10°C par minute, T° finale= 250°C, pendant
15min
o Gaz vecteur : Hélium pur & 99,9998%
o Débit: 1,0 ml/min

Appariel MS : type HP (Agilent technologies) MSD 5973

o Détecteur de masse :

o Mode d’analyse : sim (Selected lon Monitoring)

o Température de I’interface : 280°C

o Type d’ionisation : électronique

o Intensité du filament : 70 eV

o Type de I’analyseur de masse : Quadripole

o Température du quadripole : 150°C

o Température de la source : 230°C

L’analyse est précédée d’une étape qui consiste en I’extraction du malathion et des

sous-produits de sa dégradation. le protocole d’extraction choisi est celui proposé par Kaur et

al. (1997) dont les étapes sont explicitées dans la figure 15.



10ml d’échantillon de boues traité par le malathion a 80mg/1

Filtration + centrifugation a 3000tr/min pendant 20min

Ajout de 20ml de CH,Cl,

l Agitation
Récupération du culot

Ajout de 20ml de CH,Cl; au surnageant

Agitation
Récupération du culot

Mélange des deux culots
Filtration a travers 10g de Na,SO,4

v

Elimination du CHZCITar séchage a T° ambiante

Dissoudre dans 20ml d’acétone

Figure 15: Les étapes d’extraction des métabolites du malathion pour

[’analyse GC-MS (Kaur et al., 1997).




2. Résultats et discussion
2.1. Effet de la concentration initiale du malathion sur sa propre biodégradation

Huit essais en batch avec différentes concentrations initiales de malathion, comprises
entre 5 et 140mg/l, ont été réalisés avec une concentration initiale de biomasse d’environ
2000mg/l. Les variations de ces différentes concentrations en fonction du temps sont montrées
dans la figure 16. Les résultats obtenus montrent, en premier lieu, que la culture mixte utilisée
s’est avérée apte a dégrader le pesticide en milieu liquide. On remarque, par ailleurs, que la
dégradation du pesticide ne débute pas directement mais passe d’abord par une phase de
transition. Ceci peut étre expliqué par le fait que les microorganismes formant les boues
activées doivent, dans un premier temps, s’adapter a leur environnement immédiat pendant
une certaine période, avant d’entamer la phase exponentielle de croissance qui est
concomitante a la dégradation du substrat organique (le malathion). Cette période, appeléee
phase de latence, a une durée variable (de 18 a 55 heures dans notre étude), et c’est au cours
de cette phase, que les enzymes impliquées dans le métabolisme du malathion sont réactivées
ou synthétisées. Durant cette méme phase, le nombre de cellules vivantes demeure
approximativement le méme ou augmente légerement (Prats et al., 2008). On notera, par
ailleurs, que la durée de cette phase est importante (55 heures) pour une concentration initiale

du pesticide égale a 140mg/l.
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Figure 16 : Effet de la concentration initiale du malathion (5mg/I-140mg/l) sur sa propre
biodégradation (Concentration initiale de biomasse=2000mg/l, pH=6, température ambiante
(25°C+2°C)).

Le tableau VII indique les rendements maximaux de dégradation du pesticide pour les

différentes concentrations testées ainsi que les temps nécessaires pour y atteindre ces maxima.



Les résultats obtenus montrent que les essais entrepris n’ont pas permis d’obtenir une
dégradation compléte du pesticide. Les pourcentages maximaux de dégradation ainsi que les
temps nécessaires pour les atteindre semblent par ailleurs dépendre de la charge initiale du
pesticide, en particulier pour la teneur initiale en malathion de 140mg/l, le temps nécessaire
pour y atteindre le taux maximal de dégradation du malathion est substantiellement long
(122h). Ceci serait en rapport avec un effet inhibiteur exerce par le pesticide sur la biomasse a
une telle concentration.

Des observations similaires ont été rapportées par Saravanan et al. (2009) concernant
la croissance d’une culture mixte en présence du m-crésol. Nos résultats indiquent, par
ailleurs, que le taux de dégradation le plus élevé (77%) est obtenu pour une concentration
initiale de malathion de 60mg/l et ce, apres 67 heures de culture. Ceci nous permet de déeduire
que ladite concentration peut étre considérée comme étant la concentration optimale pour la

croissance de la culture mixte utilisée dans notre étude.

Tableau VII : Les taux maximums de dégradation du malathion a différentes concentrations
initiales (5-140mg/l) ainsi que le temps requis pour atteindre ces taux.

Concentration initiale du ~ Taux de dégradation maximal du  Temps requis pour atteindre le taux de

malathion (mg/l) malathion (%) dégradation maximal du malathion
(heures)

5 37 48

10 66 49

20 71 96

60 77 67

80 64 52
100 63 30
120 59 88
140 59 122

2.2. Modelisation de la cinétique de biodégradation du malathion

Dans cette partie de 1’étude, nous avons entrepris de déterminer les paramétres
cinétiques rs max, Ks et Kj et ce, a partir du modéle de Haldane décrit précédemment (Equation
3). La figure 17 représente la variation du taux de dégradation spécifique du malathion (rs)
exprimé en 1/h en fonction de la concentration de ce dernier exprimée en mg/l, inhérente aux
résultats expérimentaux obtenus a température ambiante et a pH égal a 6, d’une part, et a ceux

prédits en appliquant I’équation 3.



Nous pouvons relever a partir des résultats expérimentaux obtenus que pour les faibles
concentrations de malathion comprises entre 5 et 100mg/l, la valeur du rs augmente avec
I’augmentation de la concentration du pesticide et atteint une valeur maximale de 0,114 1/h
correspondant a 100mg/I du pesticide. Cependant, quand la concentration du pesticide dépasse
cette valeur seuil, on assiste a une baisse drastique de la valeur du rs qui atteint les valeurs de
0,046 10 et 0,034 10°1/h correspondant aux concentrations initiales du malathion de 120
mg/l et 140mg/l, respectivement. Ceci serait le résultat d’un effet inhibiteur exercé par le
malathion sur sa propre biodégradation. Par ailleurs, les valeurs des paramétres cinétiques
obtenus sont équivalents & 0,24 10°1/h, 192mg/l et 192mg/l, et correspondent respectivement

A s max, Ks et K; avec un coefficient de détermination R?de 0,76.
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Figure 17 : Taux de dégradation spécifiques du malathion pour différentes concentrations du
pesticide (5mg/I-140mg/l) (Concentration initiale de biomasse=2000mg/l, pH=6, température
ambiante (25°C+2°C)).

(®) Valeurs expérimentales. (—) Valeurs prédites par le modéle de Haldane.

Les résultats indiquent que les boues activées peuvent utiliser le malathion comme
seule source de carbone et d’énergie. La concentration critique du pesticide (100mg/l)
indique, par ailleurs, que la population bactérienne formant les boues activées présente une
tolérance élevée vis-a-vis du malathion. Les valeurs du taux de dégradation spécifique du
malathion propres aux concentrations relativement élevées du pesticide (120 et 140mg/l)
semblent faibles. La raison en serait que I’addition du malathion a des concentrations
supérieures a 100mg/I semble inhiber les enzymes impliquées dans les différentes étapes de sa
dégradation. Ce résultat corrobore celui obtenu par Singh et Seth (1989) dont 1’étude a porté



sur la biodégradation du malathion par la souche Pseudomonas sp. M-3 isolée a partir
d’effluents industriels. Ces auteurs ont montré une baisse du taux de dégradation du pesticide
lorsque ce dernier est testé a des concentrations élevées.

Dans cette partie de I’étude, on a considéré les criteres statistiques de significativité
suivants & savoir la valeur de p et celle du coefficient de détermination R?. Si ’on considére
les valeurs de p inféricures ou égales a 0,05, il est possible d’affirmer suivant le modé¢le
mathématique choisi que les valeurs des variables indépendantes (les concentrations du
malathion dans notre cas) peuvent étre utilisées pour prédire celles des variables dépendantes
(le taux de dégradation spécifique du malathion dans le cas présent).

Les valeurs du R? proches de I’unité indiquent que le modele considéré est susceptible
de bien décrire la relation entre les variables indépendantes et dépendantes. Les valeurs du p
et R? obtenues dans notre étude (0,025 et 0,76, respectivement) permettent de conclure que le
modele cinétique de Haldane expliquerait 1’élimination du malathion par les boues activées
utilisées.

Il est & noter que la valeur du R? obtenue n’est pas trés élevée. Ceci pourrait
s’expliquer par le fait que le modéle appliqué dans la présente étude est plus approprié pour
les monocultures, et non pour les cultures mixtes telles que les boues activées et les substrats
complexes tel que le malathion. L’autre raison serait due a la gamme de concentrations du

pesticide testées.

2.3. Effet du glucose et de la mélasse sur la cinétique de dégradation du malathion et sur
celle de la croissance cellulaire

Nous avons entrepris d’étudier I’effet de la présence des substrats organiques
additionnels (glucose et mélasse) sur la biodégradation du malathion. L’étude a été mencée
avec une concentration initiale du pesticide de 60mg/l, une concentration initiale de biomasse
exprimée en MVS de 2000mg/l et une concentration initiale de glucose ou de mélasse égale a
5000mg/I. La variation de la concentration du malathion en fonction du temps en présence de
glucose ou de mélasse et en leur absence est montrée dans la figure 18. Il en ressort que le
temps necessaire pour atteindre la phase stationnaire de dégradation du malathion ne varie pas
énormément. Il est, en effet, de 71 heures en présence de malathion seul et de 75 heures en
présence de glucose ou de mélasse. Le taux de dégradation du pesticide utilisé comme seule
source de carbone et d’énergie est de 78%. Ce taux atteint, respectivement les valeurs de 84%

et 92% en présence de glucose et de mélasse.
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Figure 18 : Variation de la concentration du malathion avec le temps en [’absence ou en la
présence des substrats organiques additionnels (glucose et mélasse) testés séparément
(concentration en malathion = 60mg/l, concentration en glucose et en mélasse = 5000mg/I,
concentration initiale de biomasse=2000mg/l, pH=6, température=25°C+2°C)).

La variation de la concentration de la biomasse au cours du temps, et ce, sous les
mémes conditions opératoires (concentration initiale du malathion de 60mg/l, concentration
initiale de biomasse de 2000mg/l et concentration initiale des sources de carbone
additionnelles (glucose et mélasse) de 5000mg/l) est représentée dans la figure 19. Ces
résultats montrent clairement que 1’adjonction de glucose ou de mélasse entraine une
amélioration du taux spécifique de croissance (). En effet la valeur de ce dernier est de 2 10°
*1/h en présence du malathion seul et atteint les valeurs de 1,1 10°31/h et 7,5 10°1/h en
présence de glucose et de mélasse, respectivement.

Les effets d’une source de carbone additionnelle dans le processus du co-métabolisme
peuvent étre résumés comme suit :

e le premier c’est de stimuler la croissance cellulaire et d’améliorer la
biodégradation du substrat récalcitrant ;

e le second effet est que le substrat additionnel agit comme co-substrat dans le
métabolisme du composé récalcitrant par induction de certaines réactions
enzymatiques (Xie et al., 2009).

Les résultats obtenus ont montré que les boues activées utilisées sont aptes a
métaboliser le malathion et que les sources de carbone additionnelles testées sont susceptibles
de stimuler la croissance cellulaire. Par ailleurs, I’adjonction de la mélasse a 5000mg/l a

induit une amélioration significative du taux de dégradation du malathion (p < 0,05) par



rapport au témoin (en absence de glucose et de mélasse). Cependant, I’augmentation de ce

taux en présence de glucose s’est révélée étre non significative (p > 0,05).
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Figure 19 : Variation de la concentration de la biomasse (MVS) avec et sans glucose et
meélasse (5000mg/l). Concentrations initiales du malathion (60mg/l), concentration initiale de
biomasse=2000mg/l, pH=6, température (25°C+2°C).

L’adjonction de melasse fournit donc a la biomasse une source de carbone de choix
favorisant sa croissance et conséquemment la dégradation du malathion. Le taux de
biodégradation du malathion obtenu en présence de mélasse est significativement plus
important que celui obtenu en présence de glucose (p < 0,05). Ceci serait di a la composition
méme de la mélasse.

En effet, étant un sous-produit complexe, la mélasse est riche en sucres (glucose,
fructose, raffinose, etc.) et en vitamines (biotine et thiamine, notamment), autant de composés
susceptibles de favoriser la croissance cellulaire et, par 1a méme, la dégradation du malathion.
Des résultats similaires ont été rapportés par Barik et al. (1984). Ces derniers ont montré que
des souches isolées a partir de boues activées €taient capables d’utiliser le malathion comme
seule source de carbone et d’énergie. De plus, ces mémes auteurs ont également montré que
I’addition du glucose a la culture mixte de boues activées avait pour effet d’améliorer le taux
de dégradation du pesticide. Par ailleurs, Singh et Seth (1989) ont montré que la dégradation
du malathion par la souche Pseudomonas sp. M-3 n’était possible qu’en présence de co-
substrat, 1’éthanol en 1’occurrence. Ceci nous amene a dire que dans le cas des cultures

mixtes ; les boues activées dans notre cas, la maniére dont la culture est realisée (les



conditions de culture) détermine le type d’espéces intervenant dans la dégradation du substrat

récalcitrant.

2.4. Caractérisation physico-chimique de la solution mere de moQt de dattes

Les résultats en rapport avec la caractérisation physico-chimique du modt de dattes
préparé sont rapportés dans le tableau VIII. De ces résultats il est a indiquer que le modt
préparé contient une faible proportion en sucres réducteurs qui n’est seulement que de 6% et
ce, en comparaison avec la valeur obtenue par Zohri et Etnan (2000). Ces auteurs ont, en
effet rapporté une teneur relativement élevée en sucres réducteurs (17%) de rebuts de dattes
récoltés dans la région d’Al-Ahsa (Arabie Saoudite). Cette différence dans les teneurs peut
étre attribuée a la différence de variétés d’une part, et d’autre part au rapport eau/pulpes de
rebuts de datte lors de la préparation qui affecte grandement le rendement d’extraction des
éléments solubles (El-Sharnouby et al., 2009). Par ailleurs, la valeur du pH obtenue qui est
de 4,83 est similaire a la valeur mesurée (4,9) pour le concentré de molt de dattes de la
variété « Reziz » (EI-Sharnouby et al., 2009) mais inférieure a la valeur mesurée pour le

mo(t de dattes de la variété « Deglet Nour » (Masmoudi et al., 2008).

Tableau VIII : Quelques caractéristiques chimiques du concentrat de modt de dattes.

Parametre Valeur
Matiére séche (%)* 25,31 +0,125
Teneur en humidité (%)* 74,67 +0,125
Taux de cendre (%)* 2,34 +0,05
Sucres réducteurs (%)? 593+272
pH 4,83 0,015

# Résultats exprimés en pourcentage du poids frais.

2.5. Effets du moQt de dattes et du glucose sur le processus de dégradation du malathion
ainsi que sur la croissance cellulaire

Les effets de deux sources de carbone additionnelles (glucose et modt de rebuts de
dattes) sur la croissance cellulaire d’une part et sur la biodégradation du malathion d’autre
part ont été etudiés. Pour ce faire, des essais en batch avec différentes concentrations desdites
sources de carbone allant de 0,5g/1 a 30g/l, ont été menés sous des conditions aérobies.

Les résultats obtenus, montrés dans la figure 20 révelent que la croissance cellulaire

sur le milieu témoin, contenant du malathion a 60 mg/l comme seule source de carbone et



d’énergie présente un taux de croissance spécifique de 0,048 1/h (R%= 0,88). Par ailleurs, les
cinétiques de croissance de la culture mixte en présence des substrats additionnels sont
significativement différentes (p <0,05) de celle du témoin. La figure 20a illustre les profils de
croissance de la culture mixte avec différentes concentrations initiales de sucres réducteurs de
mo0t de rebuts de dattes (0,5g/l — 30g/l) en présence de malathion (60mg/l).

Les résultats obtenus indiquent que durant la fermentation, les profils de la croissance
cellulaire inhérents aux différents essais montrent une absence de phase de latence, la
croissance cellulaire débute directement par une phase exponentielle de croissance. Les
valeurs du taux spécifique de croissance est de 0,07 1/h (R*=0,86) pour la concentration
initiale de modt de dattes de 0,5g/l et de 0,084 (R?*=0,94) pour les concentrations initiales
comprises entre 5¢/l et 30g/l. La concentration cellulaire atteint la valeur de 1600mg/l au bout
de 24 heures d’incubation pour ce méme intervalle de concentrations alors qu’elle n’est que
de 670mg/l pour I’essai correspondant au témoin (présence du malathion comme seule source

de carbone) pour la méme période d’incubation.
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Figure 20: Effet de sources additionnelles de carbone sur la croissance cellulaire:
(@) en présence de différentes concentrations de modt de dattes (0,5g/1-30g/1) (b) en présence
de différentes concentrations de glucose (0,5g/1-30g/l) (Concentration initiale de
biomasse=200mg/l, pH=6, température=28°C+1°C)).

La figure 20b illustre les profils de la croissance cellulaire en présence de différentes
concentrations de glucose (0,5g/I - 30g/l) et en présence du malathion a 60mg/l. La croissance
de la culture ne présente, la encore, pas de phase de latence, elle commence directement par
une phase exponentielle de croissance et ce pour tous les essais, y compris le témoin. La
valeur calculée du taux spécifique de croissance est de 0,034 1/h (R*=0,7) pour la
concentration de glucose de 0,5g/l, et atteint 0,069 1/h (R?*= 0,91) pour les concentrations
comprises entre 5g/l et 30g/l. Par ailleurs, la concentration cellulaire en fin de phase
stationnaire de croissance est inférieure a celle déterminée en présence de modt de dattes (p
<0,05) mais elle est plus ¢élevée comparée a celle relevée pour le t€émoin. D’autre part, a la

concentration de glucose de 0,5g/1, la croissance tend a décroitre aprés 60 heures d’incubation



entamant ainsi la phase de déclin. Ceci est vraisemblablement da a I’épuisement du milieu de
culture en éléments nutritifs et/ou a I’accumulation des sous-produits métaboliques toxiques.

La figure 21 montre les pourcentages de biodégradation du malathion a 60mg/l
mesurés aprés 110 heures d’incubation en présence de différentes concentrations de modt de
dattes et de glucose. Les résultats révelent que la biodégradation du malathion n’est pas
significativement améliorée en présence de glucose comme substrat additionnel (p > 0,05).
Cependant, 1’adjonction du mott de rebuts de dattes comme source de carbone additionnelle
pour la croissance cellulaire a induit une amélioration significative de la biodégradation du
malathion indiquant I’influence de ce sous-produit sur le catabolisme du pesticide. En effet, a
p < 0,05 le taux d’¢élimination du malathion est plus important en présence de moit de dattes
comparé¢ a celui obtenu pour le témoin. Aprés 110 heures d’incubation, le taux de
biodégradation du malathion obtenu pour les concentrations de moQt inférieures a 20g/l, est
de 82%. Il atteint son maximum (89%) pour les essais traités avec 20g/l et 30g/l, soit
supérieur de 19 % au taux mesuré pour le témoin.

I1 est a noter, par ailleurs, que la concentration de 1I’un ou de I’autre des deux substrats
additionnels utilisés n’a pas d’effet significatif sur le taux de biodégradation du pesticide (p >

0,05).
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Figure 21 : Biodégradation du malathion (60mg/l) en présence et en absence de
différentes concentrations initiales de glucose ou de mo(t de dattes (0,5g/l — 30g/l)
(Concentration initiale de biomasse=200mg/l, pH=6, température=28°C+1°C)).

L’utilisation de substrats organiques additionnels S’est révélée intéressante a plus d’un
titre dans I1’élimination des composés récalcitrants par les procédés biologiques
conventionnels. Le principe de cette technique repose sur I’emploi de substrats organiques
dits primaires ou substrats de croissance tels que des sucres simples, des acides aminés ou
bien encore des acides organiques, et ce dans le but de stimuler la croissance cellulaire. Ceci
aura pour effet I’amélioration de la dégradation du substrat dit secondaire (substrat
récalcitrant).

Dans cette étude, la capacité de la culture mixte utilisée a croitre en présence de
malathion serait due au processus de sélection des microorganismes qui s’est déroulé durant la
période d’adaptation. De plus, on note 1’absence de la phase de latence dans I’ensemble des
cinétiques de croissance menées. Cette observation vient confirmer D’efficacité de la
procédure d’adaptation menée dans ce travail, procédure au cours de laquelle les enzymes
impliquées dans le catabolisme du malathion sont réactivées ou exprimées. Il est en effet bien
établi que la dégradation des polluants organiques par les cultures pures ou mixtes se Vvoit
améliorée par la phase d’adaptation (Saravanan et al., 2009 ; Abhilash et al., 2011). Les
résultats obtenus montrent qu’en présence de malathion seul, la valeur du taux spécifique de

croissance des microorganismes testés est faible. Ceci serait dd a la faible concentration de



pesticide testée (60mg/l) ou bien encore au fait que le malathion a I’instar des autres
xenobiotiques est un substrat difficilement assimilable comparé aux substrats carbonés
simples tel que le glucose. Buitron et al. (1998) rapportent la méme observation pour la
dégradation de composés phénoliques par des boues activées préalablement adaptées.

Par ailleurs, la présence de glucose ne semble pas favoriser la biodégradation du
malathion. Ce résultat ne corrobore pas 1’observation faite par Xie et al. (2009). Ces auteurs
ont montré que I’addition du glucose comme source de carbone additionnelle avait pour effet
d’améliorer significativement 1’élimination du malathion dans des conditions aérobies.

L’adjonction de mott de dattes semble, au contraire, améliorer significativement le
taux de biodégradation du malathion. Ceci pourrait s’expliquer par la composition riche de ce
sous-produit agricole. En effet, en plus de contenir des sucres simples (glucose et fructose), le
moQt de dattes est riche en composés non-glucidiques (acides aminés, lipides, vitamines,
acides organiques, etc.) qui sont autant d’éléments susceptibles de favoriser la croissance
cellulaire et la biodégradation du malathion. Il est a indiquer qu’il n’existe pas de données
expérimentales en rapport avec I’utilisation du mout de dattes comme co-substrat dans
I’¢limination des polluants organiques. La plupart des études disponibles dans la littérature ne
font état que de I’emploi de sources de carbone conventionnelles (glucose, fructose, peptone,
extrait de levure, citrate, succinate, etc.) (Sahinkaya et Dilek, 2005; Xie et al., 2009;
Navacharoen et Vangnai, 2011). Cependant, Wen et al. (2011) ont rapporté ’efficacité de
I’emploi de sources de carbone complexes : fecule de mais, son de blé, sciure de bois dans

I’élimination du pyréne par une souche de Pseudotrametes Gibosa.

2.6. Dénombrement des principaux groupes microbiens présents dans les boues activees
Nous avons procédé a 1’analyse microbiologique des boues activées, et ce, apres
traitement avec du malathion a 60mg/1 utilis¢ comme seule source de carbone et d’énergie.

Les résultats de la dite analyse sont rapportés dans le tableau IX.



Tableau IX : Résultats du dénombrement de la microflore dominante.

Coliformes (NPP/ml) 4010
Enterocoques (NPP/ml) 401000
Staphylocoques a  coagulase  négative 45000
(UFC/ml)

Clostridies sulfito-réductrices (UFC/ml) 42000
Salmonelles (UFC/ml) 52000
Pseudomonas aeruginosa (UFC/ml) 72000
Penicilium sp. (UFC/mlI) 1

D’aprés ces résultats, il est, tout d’abord, intéressant de signaler que les entérocoques
constituent un groupe majoritaire parmi les groupes recherchés, ils représentent a eux seuls
65% de la flore microbienne présente dans les boues activees testées. L’espéce Pseudomonas
aeruginosa représente, elle, 12% de la masse. Cependant, il est a noter que les coliformes
représentent moins de 0,7% de la flore microbienne.

Par ailleurs, les clostridies sulfito-reductrices représentent 7% de la flore totale. Etant
anaérobies, ces bactéries ne sont vraisemblablement pas impliquées dans la biodégradation du
malathion dans les conditions aérobies de la présente étude, car dans de telles conditions, ces
bactéries adoptent une forme sporulée incapable de métaboliser le malathion. Les résultats
inhérents au dénombrement des salmonelles et staphylocoques a coagulase négative indiquent
que ces derniers représentent, respectivement, 8% et 7% de la flore totale viable. Notons enfin
I’absence de champignons dans I’échantillon des boues activées analysées a I’exception de la
mise en évidence d’une seule colonie de champignon qui s’est révélée étre une colonie du
genre Penicillium.

Les résultats du dénombrement des germes présents dans les boues activées utilisées
dans le cadre de la présente étude montrent clairement la prédominance des entérocoques.
Parmi les différentes especes et souches bactériennes isolées a partir de différents biotopes et
capables de dégrader le malathion, aucune n’a été décrite comme appartenant au groupe des
entérocoques. Cette observation mérite d’amples études pouvant conduire a démontrer
I’implication des entérocoques dans la dégradation du malathion. Par ailleurs, on notera avec
intérét que la mise en évidence de 1’espece Pseudomonas aeruginosa dans les boues utilisées

nous amene a considérer que cette espéce serait impliquée dans la dégradation du malathion.



En effet, selon plusieurs études rapportées dans la littérature, de nombreuses souches de
I’espéce Pseudomonas aeruginosa ont été décrites comme étant capables de métaboliser le
malathion et de 1’utiliser comme source de carbone et d’énergie (Matsumura and Boush,
1966 ; Barik et al., 1984 ; Goda et al., 2010).

2.7. Analyse et identification des produits de dégradation du malathion

A l’issue de la culture d’une durée de 3 jours en présence de malathion a 60mg/l testé
comme la seule source de carbone et d’énergie, 1’analyse de la formation éventuelle de
produits de dégradation du pesticide a été réalisée par GC-MS.

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 22a sous forme d’un
chromatogramme. Parmi 1’ensemble des métabolites possibles du malathion indiqués dans le
tableau X, I’un d’entre eux a été identifié et désigné par « métabolite X : pic 15,83 min) ». Le
spectre de masse de ce métabolite montre des pics de fragments ioniques a m/z 113, 125, 143
CsH1506PS, (Acide

monocarboxylique du malathion) (Figure 22b). Signalons enfin que la biomasse utilisée dans

et 211 correspondant a la formule moléculaire suivante

la présente étude n’est pas productrice de malaoxon, analogue toxique du malathion.

Tableau X : Formules chimiques des métabolites du malathion (Bourquin, 1975).

Nom Structure chimique  Nom Structure chimique
Malaoxon Diméthyl CH3 - o\ﬁs
phosphorodithioate ~ “#3 - 0" s -k
de potassium
Acide Diméthy! Cliy - 0 7
. 2R
monocarboxylique phosphorothioate i3 =0 "0 =%
du malathion de potassium
HO - CH - COOCoHs
Acide Diéthyl-malate CHy- COOC2HS
dicarboxylique du
malathion HS - CH - COOH
CHg- COOH
O- Mercaptosuccinate CHz - coocyHs

déméthylmalathion

de potassium

Diéthyl-succinate

CHy~ CDDC2Hs
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Figure 22 : Chromatogramme de GC-MS en mode SIM (a) Chromatogramme ionique
total correspondant aux métabolites du malathion (b) Spectre de masse correspondant

au métabolite X.




Plusieurs microorganismes ont été décrits comme pouvant métaboliser le malathion et
produire ses divers meétabolites (Matsumura et Boush, 1966; Singh et Seth, 1989 ; Kamal
et al., 2008). L’activité de la carboxylestérase, enzyme dégradant le malathion en ses formes
mono et diacide, est considérée comme la voie de dégradation majeure du pesticide. La
désulfuration oxydative et la déméthylation semblent, pour leur part, étre des voies
métaboliques mineures (Matsumura et Boush, 1966).

Le fait que le malathion monoacide, mis en évidence dans notre étude, soit le seul
métabolite du malathion suggere que les microorganismes testés empruntent
préférentiellement la voie métabolique impliquant I’hydrolyse du malathion par Ia
carboxylestérase. Ce constat ne corrobore pas tout a fait les observations de Matsumura et
Boush (1966). Ces derniers ont, en effet, rapporté que divers microorganismes (Pseudomonas
sp. et Trichoderma viride) isolés a partir du sol dégradaient activement le malathion aussi bien

par hydrolyse carboxylestérasique que par déméthylation.



Partie 111:
Utilisation du malathion
comme source de
phosphore et de
soufre et sa

biodégradation sur colonne



Les travaux rapportés dans la littérature traitant de la biodégradation des
organophosphorés en général, et celle du malathion en particulier, sont focalisés
essentiellement sur I’utilisation de ces derniers comme source de carbone et d’énergie, mais
leur utilisation comme source de phosphore ou de soufre n’est que trés peu considérée.

Les procédés d’élimination par immobilisation des microorganismes sur supports
inertes possedent des avantages par rapport aux procédés a cultures libres, liés notamment aux
rendements d’élimination intéressants obtenus ainsi qu’a la résistance des microorganismes
fixés a la toxicité liée aux fortes concentrations des composés a éliminer.

Dans cette partie de notre travail, nous avons considéré dans un premier temps, la
dégradation du malathion par la culture mixte de microorganismes (boues activées) en
utilisant le pesticide soit comme unique source de phosphore ou bien comme unique source de
soufre. Dans une seconde étape, nous avons étudié les performances de I’élimination du
malathion sur colonnes garnies de trois types de supports différents (ARC, ARP et GO)

servant a fixer les microorganismes.

1. Matériel et méthodes
1.1. Composition du milieu de culture

Le milieu de culture choisi a la composition suivante : glucose 2500mg, KH,PO,
0,038 g, MgSQO, 0,059, CaCl, 0,05¢g et urée 0,2g, le tout dissout dans 1000ml d’eau distillée
(Kargi et Konya 2007). Dans les essais ou le malathion a été testé comme la seule source de
carbone et d’énergie, la source de phosphore ou source de soufre, le glucose, le KH,POy, et le

MgSO, ont été exclus.

1.2. Description du dispositif expérimental

L’essai de traitement a été¢ effectu¢ dans un dispositif expérimental constitué d’une
colonne (tube en Polychlorure de vinyle d’un diamétre interne de 2cm, d’une épaisseur de
3mm, d’une hauteur de 100cm et muni de 9 points de prélevement) garni de support a 90%
(volume de 314ml) et relié a un bac d’alimentation contenant la solution synthétique a traiter.
Le réacteur biologique est représenté sur la figure 23. Il est alimenté en flux ascendant grace a

une pompe péristaltique.



Figure 23 : Schéma du dispositif expérimental utilise.

1 — colonne garnie avec le support, 2 — points de prélévement, 3 — pompe péristaltique, 4 —

agitateur magnétique, 5 — bac d’alimentation,

1.3. Supports utilisés

6 — pompe a air.

Les supports utilisés, présentés dans le tableau XI, sont de trois types : ARC (Chrysty®
Catalytics), ARP (Sigma-Aldrich®) et des GO sous-produits de I’industrie oléicole. Les ARC

et les ARP sont chimiguement et thermiquement stables, résistants a la dégradation

microbienne et sont recyclables.

Tableau X1 : Caractéristiques des trois supports utilisés.

ARC ARP GO
Forme Cylindrique Cylindrique Fragments
irréguliers

Masse volumique apparente (g/ml) 0,9+0,04 0,65 + 0,02 0,51 £ 0,0069
Poids (g) 0,329 + 0,037 0,483 + 0,026 0,048 +0,0145
Longueur (cm) 0,85+ 0,05 0,85+ 0,05 0,45+0,15
Diameétre externe (cm) 0,5+0,05 0,675 + 0,025 /
Diamétre interne (cm) 0,275 + 0,025 0,375+ 0,025 /
Epaisseur (cm) 0,225 + 0,075 0,3+0,05 0,15 +0,05
Surface (cm?) 4,76 +1,26 8,28 0,7 0,6 0,02
Surface spécifique (cm?/ml) 10,25 +1,75 8,91 +£0,25 24,83 +4,17




1.4. Ensemencement du réacteur
La fixation des microorganismes sur les différents supports a été effectuée par passage
en circuit fermé d’une solution contenant des boues activées préalablement adaptées au

pesticide.

1.5. Alimentation du réacteur

L’alimentation du réacteur a été effectuée avec une solution synthétique contenant du
malathion a la concentration de 10mg/l. Afin d’étudier I’influence de la vitesse d’alimentation
sur I’efficacité du dispositif, différentes valeurs de débit ont été testées dans une gamme allant

de 0,2ml/min a 2ml/min.

1.6. Méthodes analytiques
1.6.1. Détermination de la concentration du malathion

La détermination de la concentration du malathion a été réalisée par la méthode de
Naidu et al. (1990) (voir partie ).

1.6.2. Estimation de la concentration de biomasse
La détermination de la concentration cellulaire a été effectuée par la mesure de la

MVS exprimée en mg/l (voir partie II).

1.6.3. Estimation de la quantité de biomasse adsorbée

Dans le but d’estimer le potentiel d’adsorption de chacun des supports utilisés, nous
avons mesuré la quantité de biomasse adsorbée sur chacun des supports testés, et ce, en fin
d’expérimentation. Pour le GO et I’ARP, cette mesure a été effectuée selon la procédure citée
par Branyik et al. (2001). Pour I’ARC, la quantit¢ de biomasse adsorbée a été calculée
comme étant la différence entre la masse du support mesurée avant et aprés combustion a
600°C pendant 2h.

Les quantites de biomasse adsorbées sont exprimees en Gpiomasse/Jsupport-

1.6.4. Analyse de la surface des supports
L’analyse de la surface des trois supports testés a 1’état vierge a été réalisée au MEBE

(Philips XL-30) sans traitement préalable des échantillons.



1.6.5. Etude microbiologique

Les analyses microbiologiques des boues activées utilisées dans cette partie de 1’étude
ont été effectuées au niveau du Centre Algérien de Contréle de Qualite et Emballage
(C.A.C.Q.E.). Cette étude a porté sur I’identification de certains groupes microbiens ainsi que
quelques espéces bactériennes présentes dans les boues activées utilisées avant et apres
traitement avec le malathion : Le but étant de déterminer, d’une part, d’éventuelles variations
qualitatives et quantitatives de la flore utilisée, dues a la présence du malathion et de savoir,
d’autre part, parmi les germes recherchés ceux qui seraient impliqués dans la dégradation du

pesticide.

Germes recherchés :
- germes mésophiles totaux ;
- levures et moisissures ;
- coliformes totaux, coliformes fécaux, Escherichia coli ;
- entérocoques fécaux ;
- clostridies sulfito-réductrices ;
- Staphylococcus aureus ;

- Pseudomonas aeruginosa.

Mode opératoire :
Préparation des dilutions décimales

La premiére dilution (10™) est préparée en prélevant 1ml de la solution mére (boue
activée) avec une pipette graduée stérile et en I’introduisant dans un tube a essai contenant 9
ml d’eau physiologique stérile. Ainsi, pour la préparation de la seconde dilution (10'2), on
préléve 1ml de la dilution précédente (10™) avec une nouvelle pipette graduée stérile et qu’on
introduit dans un autre tube a essai contenant également 9ml d’eau physiologique stérile. On
procéde de la méme maniére pour la préparation des autres dilutions (107, 10 , 10°, 10°®),

La composition des milieux de culture utilisés est donnée en annexe 3.

1.6.5.1. Recherche et dénombrement des germes mésophiles totaux

Cette flore comporte tous les germes ayant le pouvoir de pousser sur un milieu gélosé
non sélectif & une température de 30°C apres 72 heures d’incubation (Guiraud, 1998),

La méthode d’analyse utilisée est conforme a la norme 1SO 6222 (1999), elle consiste

a ensemencer en profondeur dans des conditions aseptiques 1 ml de chacune des dilutions



suivantes : 10%, 102,10°,10%,10°,10° en utilisant le milieu gélosé PCA, puis on incube &
30°C pendant 72 heures.

Lecture

Les colonies se présentent sous forme lenticulaire en masse.

Dénombrement
I1 s’agit de compter toutes les colonies ayant poussées sur les boites en tenant compte
des facteurs suivants :
- Ne dénombrer que les boites contenant entre 15 et 300 colonies.
- Multiplier toujours le nombre trouvé par I’inverse de sa dilution.

- Faire ensuite la moyenne arithmétique des colonies entre les différentes dilutions.

1.6.5.2. Recherche et dénombrement des champignons (levures et moisissures)

Ils regroupent en réalité deux types de micro-organismes : les levures et les
moisissures. La méthode d’analyse utilisée a leur recherche est conforme a la norme 1SO
7954 (1987), elle consiste a ensemencer en profondeur dans des conditions aseptiques 1 ml de
chacune des trois premiéres dilutions (10%,102,10°) sur milieu gélosé OGA auquel on
additionne un antibiotique : I’oxytetracycline a raison de 20ml par 250ml de milieu de culture

(pour inhiber la croissance des bactéries).

Lecture
e Lescolonies de levures sont rondes, molles, opaques, plus au moins bombées et brillantes.

e Les moisissures ont un aspect velouté et elles sont plus grandes et pigmentées.

Dénombrement
On utilise la méme méthode de dénombrement utilisée pour les germes mésophiles

totaux.

1.6.5.3. Recherche et dénombrement des coliformes

Ce sont des bactéries aérobies ou anaérobies facultatives, possédant 1’enzyme B-
galactosidase permettant 1’hydrolyse du lactose a 35°C. Les coliformes sont utilisés depuis
trés longtemps comme indicateurs de la qualité microbienne de ’eau car ils peuvent étre

indirectement associés a une pollution d’origine fécale (Edberg et al., 2000).



La méthode d’analyse utilisée est conforme a la norme ISO 9308-2 (1990), elle
consiste a ensemencer dans des conditions aseptiques :
e 50ml de la dilution 10" dans un flacon contenant 50ml du milieu de culture bouillon lactosé.
e 10ml de la méme dilution dans cing tubes a essai contenant chacun 10ml du milieu de culture
bouillon lactosé.

e Onincube a 37°C pendant 48 heures.

Lecture

Les tubes présumes positifs sont ceux présentant des troubles du milieu et des gaz dans
la cloche de Durham.

La cloche de Durham permet le recueil des gaz révélant la présence de coliformes, a
condition que le milieu ait été agité correctement pour que les bactéries soient bien réparties,
y compris sous la cloche. Le trouble du milieu et la production de gaz sont dues a la

fermentation du lactose par les coliformes.

Dénombrement
Le nombre des coliformes est exprimé par le NPP selon le tableau des indices NPP

(annexe 4).

1.6.5.4. Recherche et dénombrement des coliformes fécaux

Les coliformes fécaux, ou coliformes thermotolérants, sont un sous-groupe des
coliformes totaux capables de fermenter le lactose a une température de 44,5°C, L’espéce la
plus fréquemment associée a ce groupe bactérien est Escherichia coli (Edberg et al., 2000).

La méthode d’analyse utilisée est conforme a la norme ISO 9308-2 (1990), elle
consiste a ensemencer dans des conditions aseptiques 1 ml d’inoculum prélevé a partir de
chaque tube utilisé pour la recherche des coliformes totaux présumé positif dans des tubes
contenants le milieu BLBVB avec cloche de Durham, puis on incube a 44°C pendant 24

heures a 48 heures.

Lecture
Les tubes presumes positifs sont ceux présentant des troubles du milieu et des gaz dans

la cloche de Durham.
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Dénombrement
On utilise la méthode du NPP.

1.6.5.5. Recherche et dénombrement d’Escherichia coli « Test de Mackenzie »

Pour confirmer la présence d’Escherichia coli, on pratique le test de Mackenzie qui
consiste a ensemencer dans des conditions aseptiques 1ml d’inoculum prélevé a partir de
chaque tube utilisé pour la recherche des coliformes fécaux présumé positif dans des tubes a
essai contenants le milieu d’eau peptonée exempte d’indole, puis on incube a 44°C pendant

24 a 48 heures, et on rajoute quelques gouttes du réactif d’Ehrlich-Kovacs.

Lecture

La production d’indole se manifeste par I’apparition d’ un anneau rouge.

Dénombrement
On utilise la méthode du NPP.

1.6.5.6. Recherche et dénombrement des Enterocoques fécaux
La recherche des enterocoques fécaux : Streptocoques du groupe D de la classification

de « Lancefield » appel a 2 tests consécutifs selon la norme 1SO 7899 (1984).

Test de présomption
Permet de rechercher les entérocoques, il consiste a ensemencer dans des conditions
aseptiques :
e 50 ml de ladilution 10™ dans un flacon contenant 50 ml du milieu Roth.
e 10 ml de la méme dilution dans cing tube a essai contenant chacun 10ml du méme milieu de
culture.

e Onincube & 37°C pendant 48 heures.

Lecture
Les tubes positifs présentent un trouble.
Test de confirmation
Chaque tube de Roth positif fera I’objet d’un repiquage sur boites de Petri contenant le

milieu de culture gélosé BEA.



Addition de quelques gouttes d’eau oxygénée H,0,.

Lecture
Les entérocoques se présentent sous forme de petites colonies translucides entourées d’un

halo noir et leur présence est confirmée par 1’effervescence lors de I’ajout de H,O,.

Dénombrement
On utilise la méme méthode de dénombrement utilisée pour les germes mésophiles

totaux.

1.6.5.7. Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (staphylocoque doré) est 1I’espéce la plus pathogéne des
staphylocoques.

Elle est responsable d'intoxications alimentaires, d'infections localisées suppurées et,
dans certains cas extrémes, de septicémies physiques (greffe, prothéses cardiaques).

La méthode d’analyse utilisée est conforme a la norme 1SO 6888 (1999), elle consiste
a ensemencer en surface dans des conditions aseptiques 0,1 ml de chacune des trois premiéres
dilutions (10™,102,10°%) sur milieu gélosé Baird Parker.

e Onincube a 37°C pendant 48heures.

e On procede a I’enrichissement sur bouillon cceur cervelle pendant 24h a 37°C.

Lecture
Staphylococcus aureus forment en aérobiose des colonies crémeuses, pigmentées

(typiquement jaune d’or), qui tournent autour de 4 mm de diametre et opaques.

Dénombrement
On utilise la méme méthode de dénombrement utilisée pour les germes mésophiles

totaux.

1.6.5.8. Recherche et dénombrement de clostridies sulfito-réductrices
Les clostridies sulfito-réductrices sont un groupe important de bactéries Gram

positives, anaérobies, qui forment des spores. Ces derniéres peuvent survivre de longues
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périodes dans les feces, le sol, la poussiere et I'eau. Leur présence dans I'eau peut étre utilisée
pour détecter une pollution fécale ancienne ou intermittente. Ils sont capables de réduire les
sulfites en sulfures.

La méthode d’analyse utilisée est conforme a la norme 1SO 15213 (2003), elle consiste
a ensemencer dans cinq tubes a essai Sml d’inoculum prélevés a partir de chacune des trois
premiéres dilutions (107,10%,10®). Les tubes sont ensuite mis dans un bain Marie & 80°C
pendant 10min, puis refroidis avec de 1I’eau du robinet dans le but d’¢liminer les formes
végétatives et de garder les formes sporulées. Quinze ml de gélose viande foie sont ensuite
rajoutés dans chaque tube, auxquels on a additionné préalablement une ampoule de sulfite de

sodium et une ampoule d’alun de fer, puis on incube a 46°C pendant 16 a 24 heures.

Lecture

La premiére lecture doit se faire impérativement 16 heures aprés I’incubation, car les
colonies de clostridies sont envahissantes auquel cas, on se trouvera devant un tube
complétement noir, rendant ainsi I’interprétation difficile, voire impossible et 1’analyse serait
a refaire, aussi il faut repérer toute colonie noire ayant poussée en masse et d’un diamétre

supérieur a 0,5mm.

Dénombrement

Le nombre de colonies trouvées est multipli¢ par I’inverse de la dilution.

1.6.5.9. Recherche et dénombrement de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est I'espece type du genre Pseudomonas. Plusieurs études
ont rapporté que 1’espéce Pseudomonas aeruginosa est impliquée dans la dégradation du
malathion (Bourquin, 1975).

La méthode d’analyse utilisée est conforme a la norme ISO 8360-1 (1998), elle
consiste & ensemencer en surface 0,1ml d’inoculum de la dilution 10™ sur milieu gélosé
Cétrimide.

Incubation & 42°C pendant 3 a 4 jours.

Lecture
Pseudomonas aeruginosa sécrete un pigment jaune-vert fluorescent, s’il y a des colonies a

pigmentation bleue-verte, alors la présence de Pseudomonas aeruginosa est confirmee.



Dénombrement

Le nombre de colonies trouvées est multiplié¢ par I’inverse de la dilution.

1.6.6. Analyse statistique

Toutes les mesures expérimentales ont été effectuées en duplicata, L’analyse
statistique des résultats obtenus a été effectuée par le biais du test de Student. Les valeurs de
la probabilit¢ p inférieures a 0,05 ont été considérées comme étant statistiquement

significatives.

2. Résultats et discussion
2.1. Biodégradation du malathion utilisé comme unique source de phosphore

L’¢étude des cinétique de croissance de la biomasse des boues activées adaptées et de
biodégradation du malathion a été menée dans un milieu de culture de base additionné de
malathion a 10mg/I utilisé comme seule source de phosphore avec une concentration initiale
de biomasse égale a 1000mg/l. Les résultats obtenus sont indiqués dans la figure 24. Ces
résultats montrent que la croissance cellulaire est corrélée a la dégradation du malathion avec
un taux spécifique de croissance de 0,0024 1/h. La méme figure indique, par ailleurs, que 80%
du pesticide sont éliminés apres 48 h d’incubation.

Ces résultats indiquent clairement que les boues activées testées sont en mesure
d’utiliser le malathion comme seule source de phosphore au cours de leur croissance. Ceci
suggere que ces microorganismes possedent les enzymes nécessaires (phosphoesterases) pour
arracher I’atome de phosphore du pesticide et de le métaboliser. Subramanian et al. (1994),
ont rapporté des résultats similaires quant a 1’utilisation du malathion par Aulosira fertilissima

ARM 68 comme seule source de phosphore.
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Figure 24 : Utilisation du malathion (10mg/l) comme seule source de phosphore. Cinétique
de croissance des boues activées (Concentration initiale de biomasse=1000 mg/l) et de
biodégradation du malathion (pH=6, température (25°C+1°C)).

2.2. Biodégradation du malathion utilise comme unique source de soufre

Nous avons entrepris de tester le malathion a 10mg/l comme seule source de soufre
dans la croissance des boues activées adaptées au pesticide. La concentration initiale de la
biomasse a été de 1000mg/l. Les résultats expérimentaux obtenus montrent une absence de
croissance de la biomasse et une baisse drastique de la concentration de cette derniere a partir
de 72 heures d’incubation (Figure 25). De plus, la concentration du malathion au cours de
I’essai est demeurée pratiquement inchangée.

Ces résultats suggerent que les microorganismes testés dans notre étude, ne disposent
pas de la combinaison d’enzymes requise pour libérer les atomes de soufre a partir de la

molécule de malathion.
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Figure 25 : Utilisation du malathion (10mg/l) comme seule source de soufre. Cinétique de
croissance des boues activées (Concentration initiale de biomasse=1000mg/l) et
biodégradation du malathion (pH=6, température (25°C+1°C)).

2.3. Dégradation du malathion sur colonne

Trois supports différents (ARC, ARP et GO) servant pour I’immobilisation de la
biomasse ont été testés. L’effet du débit sur la dégradation du malathion a été également
considéré. Le malathion a été testé comme seule source de carbone et d’énergie avec une
concentration initiale de 10mg/l. La concentration du pesticide a été déterminée a chaque
point de prélévement le long de la colonne pour chaque valeur de débit testée. Les résultats
montrés dans la figure 26 montrent que 1’élimination du malathion est influencée par le débit
de I’écoulement de la solution a traiter (p < 0,05).

En effet, la figure 26a représente I’influence du débit d’écoulement sur la
biodégradation du malathion pour le réacteur garni d’ARC. On remarque que le pourcentage
de dégradation du pesticide augmente avec la diminution du débit d’écoulement appliqué. Des
résultats similaires sont observés pour le réacteur garni d’ARP (Figure 26b) (p > 0,05). Ceci
serait dii au fait que I’augmentation du débit d’écoulement induit une diminution du temps de
séjour de la solution a traiter a I’intérieur du réacteur réduisant ainsi le temps de contact entre
la biomasse et le compose a éliminer (Tepe et Dursun, 2008). L’autre raison serait liée a la
vitesse de passage a I'intérieur de la colonne qui détermine le rendement cellulaire et la
densité du biofilm ; c’est-a-dire la résistance vis-a-vis des forces de détachement (Michaud,
2001).



Concernant le réacteur chargé de GO (Figure 26c¢), on notera avec intérét qu’on est
parvenu a obtenir I’élimination compléte du pesticide, et ce, pour les débits de 0,2ml/min et
0,6ml/min. Ceci peut étre attribué a la forte concentration de biomasse adsorbée sur ce

support organique.

2.4. Estimation de la biomasse adsorbée

La capacité d’adsorption de la biomasse par les trois supports testés a été estimée, Les
résultats obtenus montrent que la quantité de biomasse adsorbée sur le GO est de loin la plus
elevee (0,077+0,01 Qpiomasse/Jsupport), 0,0037% 0,00054 Gpiomasse/Jsupport € 0,00139+ 0,00016
Obiomasse/Jsupport, pour le ARC et le ARP, respectivement, probablement di aux propriétes de
surface du GO et au fait que ce dernier offre une surface spécifique plus importante (Tableau
X1).
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Figure 26 : Suivi de la biodégradation du malathion a différents points de prelévement sur le
réacteur avec différents débits (la concentration initiale du malathion est de 10mg/l). (a)

Colonne garnie avec I’ARC. (b) Colonne garnie avec I’ARP. (c) Colonne garnie avec le GO.



2.5. Analyse de la surface des supports

Les résultats de I’analyse au MEBE des trois supports avant et apres leur colonisation
par la biomasse sont montrés dans la figure 27. Les figures 27a, 27b et 27c montrent les
images des supports ARC, ARP et GO, respectivement a 1’état vierge. On remarque que les
supports différent considérablement en termes de morphologie de surface. En effet, le GO
présente une surface profondément sculptée alors que I’ARC présente une surface moins
sculptée avec un degré d’aspérités moindre. La surface de ’ARP présente, par ailleurs, une
surface tres lisse.

Les figures 27d, 27e et 27f montrent les images des supports ARC, ARP et GO,
respectivement colonisés par la biomasse. Il est a noter que les trois supports testés ont la

capacité d’adsorber les microorganismes.
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Figure 27: Observation de la surface des supports testés au M.E.B.E. Supports vierges: (a)
ARC, (b) ARP, (c) GO (G x 1000). Supports ensemencés : (d) ARC, (e) ARP et (f) GO (G x
2500). Les microorganismes attachés sont indiqués par des fleches.




2.6. Etude microbiologique
Les résultats de 1’é¢tude microbiologique obtenus (Tableau XII) montrent clairement

que les boues activees utilisées pour notre étude renferment une flore microbienne variée.

Tableau XI1 : Résultats de I’analyse microbiologique des boues activées avant et apres

traitement par le malathion,

Germes Nombre de germes dans la boue Nombre de germes dans la boue
recherchés avant traitement par le malathion apres traitement par le malathion
Germes mésophiles totaux (UFC/ml) 410° indénombrable
Levures et moisissures (UFC/mI) 2,23 10° indénombrables
Coliformes totaux (NPP/100ml) 1,810° 1,8 10°
Coliformes fécaux (NPP/100ml) 1,8 10° 1,8 10°
Escherichia coli (NPP/100) 1,8 10° 1,8 10°
Enterocoques fécaux (UFC/ml) 1,810° 1,8 10°
Clostridies sulfito-réductrices (UFC/ml) 1,8 10° -
Staphylococcus aureus (UFC/m) 16 10° -
Pseudomonas aeruginosa (UFC/ml) 2 10* 510

Nous constatons que le nombre de germes de chaque genre ou espece recherches peut
augmenter ou diminuer apres traitement des boues activées avec le malathion, ceci s’explique
par la capacité des microorganismes, dont le nombre a augmenté aprés traitement, de I'utiliser
comme source de carbone et d’énergie pour assurer leur maintenance et leur multiplication
tels que les levures, moisissures et Pseudomonas aeruginosa, prouvant ainsi leur implication
dans sa dégradation et ce, grace aux systémes enzymatiques dont ils seraient dotés. On
remarque par ailleurs, la disparition des clostridies sulfito-reductrices et de Staphylococcus
aureus apres traitement avec le malathion. Ceci pourrait étre di soit, a I’incapacité de ces
germes a dégrader le pesticide en raison de 1’absence d’enzymes adéquats, soit a un effet
bactéricide exercé par le pesticide sur les germes en question. On reléve enfin, que le nombre
de certains germes n’a pas varié aprés le traitement avec le malathion, c’est le cas
d’Escherichia coli et des entérocoques fécaux.

Ce constat peut étre expliqué par un éventuel effet bactériostatique qu’exercerait le
malathion sur ces derniers. Beaucoup d’études ont été réalisées visant 1’identification des
souches bactériennes dégradant le malathion et plusieurs chercheurs ont rapporté que
Pseudomonas sp. est capable de dégrader le malathion (Bourquin, 1975 ; Goda et al., 2010)

grace notamment a I’hydrolase (Matsumura et Boush, 1966). Ceci a été vérifie dans notre



étude, en effet, le nombre de germes de Pseudomonas aeruginosa est passé de 2 10

germes/ml avant traitement par le pesticide a 5 10* germes /ml aprés traitement.



Partie 1V:
Etude de I’effet de
guelques parametres
experimentaux sur la
biodégradation du
malathion et sur la

croissance cellulaire



Dans le cadre de cette partie de notre travail, nous avons entrepris 1’étude de 1’effet sur
la croissance de la biomasse (utilisant le malathion comme substrat de croissance) et sur la
dégradation du malathion des quatre parametres suivants :

- La température de culture.

- La vitesse d’agitation.

- Le débit d’aération.

- La concentration initiale de la biomasse.

Nous avons, pour ce faire, fait appel a la méthode des plans d’expérience et appliqué
un plan fractionnaire a deux niveaux qui permet de diminuer considérablement le nombre
d’eyssais nécessaires et, d’ignorer les effets d'interactions de sorte que les effets principaux

puissent étre calculés correctement.

1. Matériel et méthodes
1.1. Composition du milieu de culture
Le milieu minéral employé est celui utilisé dans la partie Il (essais portant sur

I’utilisation des rebuts de dattes).

1.2. Description du plan d’expérience utilisé

Pour déterminer les effets de différents parameétres susceptibles de contréler a la fois la
biodégradation du malathion et la croissance cellulaire, nous avons utilisé la méthodologie des
plans d’expérience fractionnaires qui permettent une grande économie d'expériences. En effet,
un plan fractionnaire a deux niveaux permet de cribler les parametres opératoires importants
parmi ceux choisis dans le cadre de ce travail et ce en rapport avec leur effet sur la
biodégradation du malathion et sur la croissance de la biomasse. Quatre parameétres ou
facteurs (k = 4) ont été sélectionnés. Pour chaque paramétre, deux niveaux ont été testés :
niveau -1 qui correspond a la valeur minimum du parametre et niveau +1 qui correspond a sa
valeur maximale (Tableau XIII). Au total, huit combinaisons expérimentales ont été réalisées
pour une durée d’incubation de 4 jours a I’issue de laquelle les deux réponses que sont le taux
d’élimination du malathion (Y;) et la croissance cellulaire (Y,) ont été déterminées. Les
résultats ont été analysés par le biais du logiciel Statistica Release 7.0 (StatSoft Inc.).

Il est important de retenir que le plan expérimental des réponses étudiées n'est valide

que dans les domaines des variations choisies des facteurs controlés.



Tableau X111 : Les niveaux -1 et +1 des facteurs utilisés dans le plan fractionnaire appliqué.

Variable Facteur Niveau -1 Niveau +1
X Température (°C) 20 (-1) 37 (+1)
X, Concentration initiale de biomasse (g/I) 0,2 (-1) 0,9 (+1)
X Vitesse d’agitation (tr/min) 58 (-1) 105 (+1)
Xa Débit d’aération (I/min/l) 0,3 (-1) 2,54 (+1)

1.3. Méthodes analytiques
1.3.1. Détermination de la concentration du malathion

La détermination de la concentration du malathion a été réalisée par la méthode de
Naidu et al. (1990) (voir partie II).

1.3.2. Estimation de la concentration de biomasse
La détermination de la concentration cellulaire a été effectuee par la mesure de la

MVS exprimée en mg/l (voir partie II).

2. Résultats et discussion

Dans la perspective d’améliorer le processus de traitement du malathion, nous avons
entrepris d’examiner ’effet des paramétres opératoires sur la biodégradation du pesticide ainsi
que sur la production de biomasse. Pour ce faire, un plan d’expérience fractionnaire a deux
niveaux a été choisi, car ce dernier offre la possibilité d’explorer ces effets avec un minimum
d’essais expérimentaux.

Au total, huit essais expérimentaux ont été realiseés dans les conditions indiquées dans
le tableau XIV. Deux réponses désignées par Y, et Y, ont été considérées. La premiére
correspond a la production de biomasse exprimée en (g/l) et la seconde exprime le taux
d’élimination du malathion en (%). Les valeurs obtenues inhérentes aux deux réponses sont
indiquées dans le méme tableau. D’aprés ce tableau, on notera que la valeur maximale de la
production de biomasse correspond a I’essai 8 et la valeur minimale correspond a ’essai 3.
Par ailleurs, les valeurs maximale et minimale associées au pourcentage d’élimination du

malathion correspondent respectivement aux essais 7 et 4.



Tableau X1V : Plan d’expérience fractionnaire construit a partir de quatre variables

indépendantes ou facteurs (X1 a X4) et les valeurs expérimentales obtenues des deux réponses

(Y1 et Yg).
Essai Température  Concentration Vitesse Débit d’aération Production de Elimination du malathion (%)
(°C) (X1) Initiale de d’agitation (I/min/1) (X4) biomasse (g/1) (Y2)

biomasse (tr/min) (X3) (Y1)

(/1) (X2)
1 20(-1) 0,2(-1) 50(-1) 0,3(-1) 0,0988 89,16
2 20(-1) 0,2(-1) 110(+1)  2,54(+1) 0,111 86,66
3 20(-1) 0,9(+1) 50(-1) 2,54(+1) 0,094 87,68
4 20(-1) 0,9(+1)  110(+1) 0,3(-1) 0,311 94,96
5 20(+1) 0,2(-1) 50(-1) 2,54(+1) 0,144 76,46
6 37(+1) 0,2(-1) 110(+1) 0,3(-1) 0,1 85,22
7 37(+1) 0,9(+1) 50(-1) 0,3(-1) 0,132 63,26
8 37(+1) 09(+1)  110(+1)  2,54(+1) 0,44 83,74

Les quatre variables ou facteurs étudiés ont été criblés, sur la base de leur effets, au
seuil de confiance de 95%. Les résultats rapportés dans le tableau XV montrent que la
variation des quatre parameétres experimentaux dans les limites choisies a une influence
significative sur la production de biomasse (p<0,05). Cette influence est hautement
significative pour les facteurs concentration initiale de biomasse et la vitesse d’agitation pour
lesquels p=0. Par ailleurs, il est a relever que 1’ensemble de ces facteurs semblent exercer un
effet positif sur la réponse. Ceci qui signifie que 1’augmentation de la valeur de ces facteurs

induit une augmentation de la concentration de la biomasse produite.

Tableau XV : Effet des parametres opératoires sur la production de biomasse associé aux

valeurs de t et p obtenues selon le plan d’expérience fractionnaire a deux niveaux.

Parameétre Effet Erreur Standard t p?

Constante 0,172233 0,001748 98,53082 0,000002
Température (°C) 0,050300 0,004282 11,74755 0,001326
Concentration initiale de biomasse (g/1) 0,130800 0,004282 30,54830 0,000077
Vitesse d’agitation (tr/min) 0,123300 0,004282 28,79668 0,000092
Débit d’aération (I/min/l) 0,036800 0,004282 8,59463 0,003311

®Les valeurs de p < 0,05 sont considérées comme statistiquement significatives.



Les valeurs numériques de D’effet linéaire standardisé des quatre facteurs sur la
production de la biomasse sont illustrées dans le diagramme de Pareto (Figure 28).

D’apres ce diagramme, on remarque que 1’effet lin€aire le plus important (30,5) est
exercé par le facteur concentration initiale de biomasse. Ceci implique qu’en moyenne, la
concentration de biomasse produite augmente de 0,13g/l lorsqu’on passe de la valeur
minimale de la concentration initiale de biomasse (0,29/l) a sa valeur maximale (0,9¢g/l) avec
p=0. De méme, la valeur de D’effet linéaire positif (28,8) que semble exercer la vitesse
d’agitation sur la production de biomasse, signifie que cette derniére augmente de pres de
0,12g/l lorsque la vitesse d’agitation passe de se valeur minimale (50tr/min) & sa valeur
maximale (110tr/min). Par ailleurs, les facteurs température et débit d’aération semblent, pour
leur part, exercer un effet linéaire modéré (11,7 et 8,6, respectivement). L’augmentation
respective de la production de biomasse est de 0,05¢/l et 0,037g/l, lorsque ces deux facteurs
passent de leur valeur minimale (20°C, 0,3l/min/l) a leur valeur maximale (37°C, 2,54
I/min/l).

(2)Concentration initiale de biomasse (g/l) 30,548
(3)Vitesse d'agitation (tr/min) 28,79668+
{(1)Température ("C) 11,74755
(4)Débit d'aération (/min/l) 8,594628
D:,I05I

Figure 28 : Diagramme de Pareto de [’effet linéaire standardisé des facteurs considérés sur
la production de biomasse.

Au regard de I’élimination du malathion, les résultats obtenus dans le tableau XVI,
indiquent clairement qu’a I’inverse du facteur débit d’aération dont 1’effet est statistiquement
non significatif (p>0,05), I’effet linéaire exercé par les trois autres facteurs est trés hautement

significatif (p=0). Par ailleurs, on remarque que l’effet linéaire inhérent aux facteurs



température et concentration initiale de biomasse s’aveére négatif. Ceci signifie, en termes
pratiques, que I’augmentation de la température et de la concentration initiale de biomasse
aurait pour effet de réduire la biodégradation du malathion. S’agissant des facteurs vitesse
d’agitation et débit d’aération, ces derniers semblent avoir un effet positif sur 1’élimination du
malathion. Autrement dit, I’augmentation de la valeur de ces deux paramétres aurait pour

conséquence 1’amélioration du taux d’élimination du pesticide.

Tableau XVI : Effet des paramétres opératoires sur [ ’élimination du malathion associé aux

valeurs de t et p obtenues selon le plan d’expérience fractionnaire a deux niveaux.

Paramétre Effet Erreur Standard t p?
Constante 85,9450 0,072648 1183,028 0,000000
Température (°C) -12,4450 0,177951 -69,935 0,000006
Concentration initiale de -1,9650 0,177951 -11,042 0,001591
biomasse (g/l)

Vitesse d’agitation 8,5050 0,177951 47,794 0,00002
(tr/min)

Débit d’aération (I/min/ I) 0,4850 0,177951 2,725 0,072216

®Les valeurs de p < 0,05 sont considérées comme statistiquement significatives.

Les valeurs numériques de I’effet linéaire standardisé des facteurs sur le pourcentage
d’élimination du malathion sont rapportées dans le diagramme de Pareto (Figure 29).

Au regard de ces valeurs, on constate que 1’effet en valeur absolue exercé par le
facteur température sur la biodégradation du malathion est le plus important par rapport a
I’effet exercé par les autres facteurs. La valeur négative de cet effet signifierait que le taux de
dégradation du malathion baisserait de prés de 12,5%, lorsque le facteur température passe de
la valeur minimale (20°C) a la valeur maximale (37°C).

La vitesse d’agitation semble également exercer un effet linéaire important sur
I’élimination du pesticide. Son effet est positif et est de pres de 47,8. Cela indiquerait que le
taux d’¢limination du pesticide augmente de 8,5% quand ce facteur varie de 50tr/min a
110tr/min. Par ailleurs, le facteur concentration initiale de biomasse semble exercer un effet
lineaire négatif relativement faible (-11) (6,4 et 4,3 fois moins important en valeur absolue
que ’effet de la température et de la vitesse d’agitation, respectivement). En effet, la variation
de la concentration initiale de biomasse de 0,2g/1 a 0,9g/1 n’induirait que 2% de diminution du
taux de biodégradation du malathion. L’effet linéaire positif que semble exercer le facteur

débit d’aération est tres faible (2,7). Cet effet n’induirait que 0,5% d’augmentation du



pourcentage d’élimination du pesticide lorsque ’on passe d’un débit d’aération de 0,3 1/min/l

a 2,54 I/min/l.
(1)Température (*C) / -69.93
(3)Vitesse d'agitation (tr/min) / 47 79397
(2)Concentration initiale de biomasse (g/l) / =11,0423

(4)Débit d'aération (Umin/l) D 725465

p=,05

Figure 29 : Diagramme de Pareto de [’effet linéaire standardisé des facteurs considérés sur
[’élimination du malathion.

Dans la présente étude, I’influence du pH sur la biodégradation du malathion n’a pas
¢été considérée. La raison en est que I’hydrolyse du malathion dépend en grande partie du pH
du milieu. En effet, Wang (1991) a rapporté que le malathion est assez stable a pH neutre
mais que son hydrolyse devient importante a des pH alcalins. C’est précisément pour cette
raison que la valeur du pH a été maintenue a 6, et ce pour I’ensemble des essais de
biodégradation menés dans ce travail.

Les conditions physico-chimiques de culture (température, agitation, aération, pH,
etc.) peuvent influencer profondément la multiplication et le métabolisme cellulaires. Elles
peuvent les empécher, les inhiber ou les favoriser.

Les résultats decrits précédemment mettent en exergue une corrélation positive entre
les quatre facteurs étudiés et la croissance cellulaire. L’effet positif sur la croissance
cellulaire, inhérent a 1’augmentation de la température, suggére que la culture mixte utilisée
dans cette étude serait formée, entre autres, de bactéries méesophiles dont la température de

croissance est comprise entre 20°C et 45°C.



La concentration initiale de biomasse semble également influencer considérablement
la production de biomasse. Ceci est conforté par de nombreuses études dont celles rapportéees
par Wijffels et al. (1994) et Wang et al. (2013).

L’influence positive de la vitesse d’agitation dans I’intervalle considéré (25°C-37°C)
sur la croissance cellulaire, parait également évidente. Ce parameétre joue, en effet, un role tres
important au cours des cultures bactériennes ; il assure ainsi une oxygénation du milieu, une
bonne dispersion des éléments nutritifs et maintient les cellules bactériennes en suspension. Il
empéche, par ailleurs, I’accumulation des métabolites toxiques au voisinage des cellules en
division. Cependant, d’aprés Jafari et al. (2007), des vitesses d’agitation élevées peuvent étre
a Porigine de contraintes de cisaillement mécaniques, susceptibles d’induire une baisse de la
concentration de la biomasse dans le milieu de culture.

Le processus de biodégradation des molécules xénobiotiques en général, et celui du
malathion en particulier peut étre influencé par de nombreux facteurs tels que les interactions
entre les microorganismes dans le cas des cultures mixtes, la concentration microbienne dans
le milieu, la nature du milieu (liquide ou solide) et les conditions expérimentales de croissance
(température, agitation et aération).

Dans notre étude, la corrélation négative qui semble exister entre la température et la
biodégradation du malathion implique que 1’élimination du pesticide est favorisée par les
faibles valeurs de température dans les limites expérimentales choisies, suggérant que les
enzymes produites par la culture mixte testée dans la presente étude, impliquées dans le
catabolisme du malathion, auraient une température optimale d’activité plutot basse. La méme
observation a été récemment rapportée par Ramadevi et al. (2012). Ces derniers ont étudié
I’effet de la température (entre 25°C et 45°C), sur la dégradation du malathion par une souche
pure d’Aspergillus niger, le pourcentage maximum de biodégradation du malathion a été
obtenu a 27°C. Il a ét¢ constaté, cependant, que 1’augmentation de la température de 25°C a
37°C induisait, au contraire, une augmentation du taux de biodégradation du malathion par les
microorganismes présents dans 1’eau de riviere (Zheng et Hwang, 2006).

La vitesse d’agitation semble également influencer grandement le pourcentage
d’¢limination du malathion. Ce facteur physique agit vraisemblablement, en favorisant le
contact du substrat (malathion dans notre cas) avec la surface des cellules bactériennes,

augmentant ainsi son taux de dégradation.



Partie V:
Application de différents
modeles cinétigues
d’inhibition dans le
traitement du malathion

par les boues activées



L’inhibition exercée par le substrat peut étre un facteur limitant dans le traitement des
composés toxiques au sein des systéemes de traitement tel que le systéme par boues activées. Il
est donc nécessaire d’évaluer cette inhibition, et surtout, de prévoir son action. Ceci passe par
la détermination notamment, de la concentration du substrat au-dela de laquelle la
biodégradation cesse.

La modélisation mathématique peut étre un outil d’aide a la compréhension du
processus de traitement biologique. Différents modeles mathématiques ont été congus pour
tenter de quantifier I’effet inhibiteur exercé par les substrats toxiques sur leur propre
transformation, ou bien encore d’exprimer les cinétiques de croissance des microorganismes
soumis a D’effet inhibiteur de leur substrat. La majorité de ces modeles ont été calqués sur les
modeéles décrivant I’inhibition par le substrat des réactions enzymatiques, impliquant la
constante d’inhibition K;.

De nombreuses études ont abordé 1’étude cinétique de la dégradation de différents
composés toxiques aussi bien par des culture pures que mixtes (Saravanan et al., 2008; Dey
et Mukherjee, 2010; Mathura et Majumder, 2010; Salehi et al., 2010; Hasan et al., 2012).
Il n’existe cependant pas, a notre connaissance, de travaux réalisés sur 1’évaluation des
modéles cinétiques portant sur I’effet inhibiteur du malathion sur sa propre biodégradation.
L’objectif de ce chapitre est donc de déterminer sur le plan statistique, le modele cinétique le
plus @ méme de décrire I’inhibition de la biodégradation du malathion en utilisant des boues

activées.

1. Matériel et méthodes
1.1. Composition du milieu de culture

Le milieu mineral utilisé pour la croissance de la biomasse contenue dans les boues
activées est celui proposé par Barik et al. (1984) dont la composition est décrite dans la partie
II de 1’¢étude.

Les différents essais ont été menés dans des volumes de 500mI comprenant 250ml de
milieu minéral cité ci-dessus, additionné de malathion a différentes concentrations comprises
entre 5mg/l et 140mg/l et inoculés avec 250ml de boues activées a 4000mg/l de biomasse

exprimée en MVS. La concentration finale de biomasse est de 2000mg/I.



1.2. Description des différents modéles cinétiques testés

Dans cette partie de notre étude, huit modeles différents ont été appliqués. Ces derniers
ont été choisis parmi ceux cités dans la littérature décrivant 1’inhibition de la biodégradation
par exces de substrat.

L’équation d’ Andrews (Edwards, 1970) (Equation 10), basée sur le taux spécifique de
croissance, est 1’'un des modéele les plus communément appliqué et ce, en raison notamment de
la simplicité de sa formulation mathématique et au fait qu’il décrit le mieux, les cinétiques de

I’inhibition de la croissance des microorganismes.

Hx = Hxmax X S/ (Ks + S + (S% K)) (10)

Avec Ks, Ki, MUy, Hxmax €t S désignant respectivement la constante de demi-saturation (mg/l)
(constante d’affinité pour le substrat), la constante d’inhibition (mg/l), le taux spécifique de
croissance (1/h), le taux spécifique maximum de croissance (1/h) et la concentration du
substrat (mg/l). La forme correspondante de 1’équation décrivant I’utilisation du substrat

s’écrit comme suit (Equation 11) :

Fs= Fsmax X S/ (Ks + S + (8% Kj)) (11)

Avec r; et rsmax désignant respectivement le taux de dégradation specifique du substrat (1/h) et

le taux spécifique maximum de dégradation du substrat (1/h).

Webb (Edwards, 1970) a proposé une forme modifiée du modéle d’Andrews en
dérivant son modele des cinétiques enzymatiques en intégrant I’effet allostérique sous forme

d’une constante adimensionnelle (B) (Equation 12).

s = Fsmax X S ((1+ (8 x SIK))/(Ks + S + (S¥/K)) (12)

Le modele élaboré par Teissier (Edwards, 1970) se propose de prédire 1’effet

inhibiteur du substrat mais a de fortes concentrations (Equation 13).



I's = Tsmax % (eXp(-S/K;) - exp(-S/K;)) (13)

Yano et Koga (1969) proposent un modele basé sur une étude portant sur la
fermentation de substrats en mode continu sujette & une inhibition de la croissance cellulaire
induite par les concentrations élevées des substrats limitants tel que le glucose. La formulation
du modeéle en considérant le taux specifique de dégradation du substrat est donnée par

I’équation 14.

Is = lsmax X (S/ (Ks + S + Sz/Ki + (Slei x K))) (14)

Ou K (mg/l) est une constante positive.

Le modele développé par Aiba et al. (1968), montré dans 1’équation 15, est un mode¢le
exponentiel décrivant I’inhibition par le substrat. Il s’agit d’une corrélation empirique entre le
taux spécifique de dégradation du substrat et la concentration initiale du substrat. Cependant,
les valeurs simulées par le modéle dans les conditions d’inhibition, corroborent assez bien

celles obtenues experimentalement.

I's = (smax X S x exp(-S/Kj))/ (Ks + S)) (15)

Luong (1987) a développé un modeéle appliqué spécifiquement a 1’inhibition de la
croissance de la levure Candida utilis ATCC 8205 par le butanol. L’expression de ce modeéle
en considérant le taux spécifique de dégradation du substrat utilisé est montrée dans

I’équation 16.

Is= (rsmax % S/(Ks + S))(1 - (S/S))" (16)

Ou S, (mg/l) représente la concentration du substrat au-dela de laquelle on observe un arrét net

de I’utilisation du substrat et n est une constante empirique adimensionnelle.



Han et Levenspiel (1988) proposent un modeéle non linéaire généralisé décrivant des
cinétiques de croissance de cultures a des concentrations de substrat inhibitrices et intégrant

également un effet inhibiteur exercé par le produit (Equation 17).

s = Fomax X S % (L1 - (S/S))"/(S + Ks x (1 - (SIS)))™) (17)

Ou n et m sont des constantes empiriques adimensionnelles.

Le modéle d’inhibition €élaboré par Tseng et Wayman (1975) décrit ’effet de la
concentration de différents substrats (alcool éthylique, acide acétique, acétate d’éthyle et le
butanol) sur la croissance de deux espéces de Saccharomyces en mode batch. L’expression de
leur modéle en fonction du taux spécifique de dégradation du substrat est montrée dans

I’équation 18.

I's = (Fsmax X (S/Ks+ S)) - Ki x (S-S)) (18)

L’ensemble des modeles décrits ci-dessus, considerent que les substrats testés a de
fortes concentrations agissent comme des inhibiteurs de leur propre dégradation et donc de la
croissance cellulaire, mais que utilisés a de faibles concentrations, ils activent au contraire

leur propre anabolisme et par la méme le développement cellulaire.

1.6. Méthodes analytiques
1.6.1. Détermination de la concentration du malathion

La détermination de la concentration du malathion a été réalisée par la méthode de
Naidu et al. (1990) (voir partie ).

1.6.2. Estimation de la concentration de biomasse
La détermination de la concentration cellulaire a été effectuée par la mesure de la

MVS exprimée en mg/l (voir partie II).



1.6.3. Méthode de résolution des modeéles testés

Les equations des modeles testés ont été résolues par une méthode de régression non
linéaire. Le logiciel Statistica Release 7.0 (StatSoft Inc.) a été choisi pour analyser les
données expérimentales. Ce logiciel utilise la méthode d’estimation non linéaire des moindres
carrés (algorithme de Levenberg et Marquardt) pour minimiser la somme des carrés des
résidus, autrement dit, les écarts entre les valeurs expérimentales et celles prédites par les

différents modeéles.

2. Résultats et discussion
2.1. Cinétique de la biodégradation du malathion

Les valeurs expérimentales du taux spécifique de biodégradation du malathion ainsi
que celles prédites par les différents modéles sont montrées dans la figure 30. S’agissant
d’abord des valeurs expérimentales, il est a noter que le taux spécifique d’élimination du
malathion varie en fonction de la concentration initiale de ce dernier. Les valeurs croissantes
de ce parametre pour les concentrations comprises entre 5mg/l et 80mg/l, indiquent une
absence d’inhibition de la biodégradation du pesticide. Le taux spécifique maximum de
dégradation (0,046 107 1/h) est obtenu & 80 et 120mg/l de malathion. Cependant, & 140mg/l,
le taux spécifique de dégradation diminue clairement, suggérant un effet inhibiteur exercé par
le malathion sur sa propre dégradation a cette concentration.

Par ailleurs, parmi I’ensemble des modeles testés, seuls les modeles d’Andrews et,
Yano et Koga semblent décrire de fagcon appropriée les valeurs expérimentales obtenues. Ceci
est confirmé par la valeur du R? et la valeur p (Tableau XVII). Il est & noter cependant que le

modele de Teissier et celui de Aiba et al. ne semblent pas appropriés.
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Figure 30 : Variation des valeurs expérimentales et celles prédites par les différents modeles
testés du taux spécifique de dégradation a différentes concentrations du malathion (5mg/I-
140mg/l) (Concentration initiale de biomasse (2000mg/l), pH=6, température=25°C+1°C).



Les critéres statistiques, la valeur p et le coefficient de détermination (R?) ont été
appliqués pour le choix du modele le plus approprié pour décrire la cinétique de dégradation
du malathion. Les valeurs de p inférieures a 0,05 signifient que la variable indépendante
(concentrations initiales de malathion) peut étre utilisee pour prédire la variable dépendante
(taux spécifique de dégradation du malathion). Par ailleurs, les valeurs de R? proches de 1
indiquent que le modéle testé est une bonne description de la relation entre les variables
indépendantes et dependantes.

En considérant le coefficient de détermination (R?), on constate que parmi les
différents modéles cinétiques testés, ceux d’Andrews (R’= 0,97) et de Yano et Koga (R*=
0,98) sont les plus appropriés dans le sens que les valeurs du taux spécifique de dégradation
du malathion prédites par ces deux modeles cinétiques sont les plus proches de celles
obtenues expérimentalement. Ce sont donc ceux qui décrivent le mieux I’inhibition de la
dégradation du malathion en mode batch par les microorganismes présents dans les boues
activees testées.

Par ailleurs, la valeur p inhérente au modé¢le cinétique d’ Andrews est inférieure a celle
déterminée pour le reste des modeles. Ceci nous améne a conclure que le modéle cinétique
d’Andrews est le plus approprié¢ pour décrire la cinétique de dégradation du malathion par les
boues activées.

En se basant sur ces mémes critéres, il est a noter que le modéle cinétique de Teissier
et celui de Aiba et al., ne sont pas valides statistiquement pour décrire I’inhibition de la
biodégradation du malathion. Ceci peut s’expliquer par le fait que ces deux modéles ont été
développés et utilisés pour décrire 1’effet inhibiteur du substrat sur la croissance de souches

microbiennes pures.



Tableau XVII : Les coefficients de détermination et les valeurs p inhérents aux différents

modeles cinétiques appliques a la dégradation du malathion.

Modéle
R2 pa
Andrews (Edwards, 1970) 0,97 0,00016
Yano et Koga (1969) 0,98 0,00048
Han et Levenspiel (1988) 0,89 0,0079
Luong (1987) 0,89 0,0072
Tseng et Wayman (1975) 0,9 0,027
Webb (Edwards, 1970) 0,89 0,03
Teissier (Edwards, 1970) 0,00 1
Aiba et al. (1968) 0,00 1

#Les valeurs de p < 0,05 sont considérées comme significatives.

Les valeurs des paramétres cinétiques des différents modeles d’inhibition testés sont
listées dans le tableau XVIII. Ces résultats révelent une différence significative entre les
valeurs des parameétres suivants : rsmax, Ks, Ki d’un mode¢le a 1’autre. Cette différence peut étre
due au fait que les modéles cinétiques testés dans la présente étude différent par leur origine
de développement. Chacun ayant été appliqué, avec succeés, a la croissance d’un type
d’organisme donné sous certaines conditions.

Selon le modele cinétique de Han et Levenspiel, celui de Luong et al. et celui de Tseng
et Wayman, les valeurs de la concentration critique d’inhibition (S;) au-dela de laquelle la
biodégradation du malathion cesse sont faibles: 0,11 ; 0,13 et 0,0033mg/I de malathion,
respectivement. Dans notre cas, ces valeurs ne refletent pas la situation réelle de la
dégradation du malathion, car comme évoqué dans la partie Il, la dégradation du malathion
est importante a des concentrations beaucoup plus élevés (60mg/l et 100mg/l, notamment).
Ceci vient confirmer I’inapplicabilité de ces trois modeles dans la description de la cinétique
d’inhibition de la dégradation du malathion.

Par ailleurs, les valeurs du paramétre Ks inhérentes au modéle d’Andrews et celui de
Yano et Koga, indiquent que la biomasse testée présente une faible affinité pour le malathion.

La constante d’inhibition K; représente la concentration du substrat a laquelle la
croissance cellulaire ou la dégradation du substrat sont réduits de 50% par rapport au taux

specifique maximum de croissance ou au taux spécifigue maximum de dégradation du



substrat. La valeur de ce paramétre permet d’avoir une idée sur I’ampleur de I’inhibition
exercée par le substrat mais aussi, le degré de toxicité du substrat a 1’égard des
microorganismes en culture. En effet, une faible valeur du K; indique que les
microorganismes présentent une sensibilité élevée a I’inhibition par le substrat. Les valeurs de
ce parametre obtenues par le modéle d’Andrews et celui de Yano et Koga (respectivement
2,72 et 6,25) indiquent que I’effet inhibition du malathion sur sa propre dégradation intervient
a de faibles concentrations de ce dernier, suggérant une forte inhibition exercée par le

pesticide.

Tableau XVI1I : Valeurs estimées des parameétres cinétiques associés aux différents modeles

cinétiques utilises.

Modele Valeurs estimées des parametres cinétiques
Fsmax (1/h) Ks K; K S| n m S
102 (mg/1) (mg/l) (mg/l)  (mg/l)

Andrews (Edwards, 1970) 2,96 2318 2,718 - - - - -
Yano et Koga (1969) 58,7 87806 6,25 3,6 - - - -
Han et Levenspiel (1988) 0,1 0,1 - - 0,11 1 1 -
Luong (1987) 0,018 2,89 - - 0,13 1 - -

Tseng et Wayman (1975) 0,067 0,16 1,42 - 0,0033 - - -
Webb (Edwards, 1970) 1,2 3326 0,78 - - - - 0,05
Teissier (Edwards, 1970) e T P - - - - -
Aiba et al. (1968) /2 /2 /2 - - - - -

2 Valeurs indéterminées.

Il est a mentionner qu’il n’existe pas d’études portant sur la détermination des
parametres cinétiques liés a la dégradation biologique du malathion. Il y a cependant des
¢tudes comparant différents modeles cinétiques de D’inhibition exercée par différents
substrats. Ainsi, Carrera et al. (2004) rapporte que le modéle cinétique d’Aiba est le mode¢le
le plus approprié¢ pour décrire I’inhibition par les ions ammoniums de la réaction de nitritation
dans deux systémes différents (biomasse libre et immobilisée), alors que 1’équation de
Haldane (similaire a celle d’Andrews) s’avere la plus appropriée pour décrire I’inhibition par
les ions nitrites de la réaction de nitratation dans ces mémes systémes.

De méme, le modele de Haldane semble également décrire avec succes la cinétique de

dégradation du styrene par un systéme de boues activées d’origine industrielle (Babaee et al.,



2010). Par ailleurs, Agarry et al. (2008) ont pour leur part, étudié la cinétique de dégradation
du phénol par une culture mixte de Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas fluorescens. Ils
ont montré que le modéle de Yano et Koga est le plus adequat pour décrire la cinétique de
biodégradation de ce composé, mais selon Dey et Mukherjee (2010), la cinétique de
biodégradation de ce méme composé par une culture microbienne mixte de boues activées est
expliquée par le modele de Haldane. Ce méme modéele s’avere également le plus adapté pour
décrire la biodégradation de 1’hydroquinone et le catéchol par des boues activées acclimatées
au p-nitrophénol (Pramparo et al., 2012). D’autre part, le modé¢le cinétique de Luong et celui
de Han et Levenspiel semblent étre les modeles les plus appropriés pour expliquer la

biodégradation du m-crésol par des boues activées (Saravanan et al., 2009).



Conclusion



L’utilisation intensive et parfois abusive des pesticides dans l'agriculture moderne pose
de sérieux problémes pour I’environnement et pour la santé en général. Le controle de la
pollution générée par ces composés ainsi que leur élimination deviennent donc impératifs. I
est par conséquent important de porter un intérét tout particulier a leur capacité a étre dégradé
ainsi qu’aux voies de cette dégradation. Aussi, ce travail a eu pour objectif d’étudier la
dégradation du malathion : un organophosphore tres largement utilisé, par des boues activées
préalablement acclimatées au pesticide.

Nous avons tout d’abord entrepris 1’étude, en mode batch, de I’influence de la
concentration initiale du pesticide sur sa propre dégradation et aussi 1’effet de substrats
carbonés additionnels sur le rendement de dégradation.

La faisabilité du traitement du malathion par cette culture mixte adsorbée sur trois
supports différents (ARC, ARP et GO), a également été étudiée.

A la lumiére des résultats obtenus, nous avons montré le potentiel des boues activées
utilisées a dégrader le malathion testé a différentes concentrations (5mg/l - 140mg/l).
Cependant, les concentrations du pesticide de 120mg/l et 140mg/l semblent avoir un effet
inhibiteur sur sa propre biodégradation.

L’adjonction du moQt de rebuts de dattes et de la mélasse comme sources de carbone
additionnelles a induit une amélioration significative de la biodégradation du malathion,
indiquant I’influence de ces sous-produits sur le catabolisme du pesticide. La mélasse semble
étre la plus indiquée pour 1’élimination du pesticide, permettant ainsi d’atteindre un taux
d’élimination de 92% au bout de 75h d’incubation.

Des recherches supplémentaires sont, cependant, nécessaires pour établir la faisabilité
de I’application de ces deux substrats carbonés dans les stations de traitement des eaux
contamineées par le malathion.

L’analyse par GC-MS révele la présence d’un métabolite unique correspondant au
malathion monoacide. Ce dernier résulterait de 1’action de la carboxyestérase qui semble étre
trés active chez les microorganismes testés.

Par ailleurs, nous avons noté que les microorganismes testés étaient capables d’utiliser
le malathion comme leur unique source de phosphore mais pas comme leur unique source de
soufre.

Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence les performances des grignons
d’olives (GO) comme adsorbant de la biomasse. En effet, I’utilisation de ce support organique
a permis une dégradation complete du pesticide testé a 10mg/l au bout de 12h d’incubation

seulement. Ceci serait en rapport avec la quantité relativement élevée de biomasse adsorbée



sur ce support. Les avantages liés a ce sous-produit (disponibilité, gratuité, capacité élevée a
fixer la biomasse) font de lui un matériau adsorbant prometteur dans 1’élimination du

malathion.

L’étude de I’influence des paramétres expérimentaux sur I’é¢limination du malathion a
révélé que les facteurs température, concentration initiale de biomasse et vitesse d’agitation
présentaient des effets statistiquement significatifs sur le rendement d’élimination du
malathion. L’effet le plus important est associé¢ au facteur température qui semble avoir une
influence négative sur I’élimination du pesticide. D’autre part, la production de biomasse
semble étre influencée par les quatre facteurs testés ; 1’effet le plus important est associé au
facteur concentration initiale de biomasse qui présente une influence positive sur la réponse
considéree.

L’application de différents modeles cinétiques d’inhibition a la biodégradation du
malathion a révélé que les modéles cinétiques d’Andrew et, de Yano et Koga, semblent les
plus indiqués pour décrire la cinétique d’inhibition de la biodégradation du malathion par
I’effet de sa propre concentration.

En guise de perspectives, ce travail gagnerait a étre approfondi par :

-L’identification avec précision, par séquengage des geénes des ARN; 16S, des souches
bactériennes impliquées dans la dégradation du malathion.

-L’extraction et la caractérisation des enzymes impliquées dans 1’hydrolyse du
pesticide.

-L’étude approfondie du phénoméne d’inhibition de la dégradation du pesticide mis en
évidence dans cette étude.

-L’optimisation et la modélisation du traitement du pesticide par les boues activées, en

appliquant la méthode des plans pour surface de réponse.
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Annexe 1 : Courbe d’étalonnage pour la détermination de la concentration de la biomasse.
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Annexe 2 : Courbe d’étalonnage pour la détermination de la concentration du malathion.



Annexe 3 : Composition des milieux de cultures utilisés

Bouillon nutritif lactosé
Pour 1 litre de milieu :

- Peptone pancréatique de gélating ..........cccoccvevveiiene e, 500
- EXtrait de VIANAE .....c.vveeiiieie e 309
= LACTOSE ittt 5049

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C : 6,9 0,2

Eau peptonée exempte d’indole

Pour 1 litre de milieu :

= TIYPLONE. .o 10,09
- Chlorure de SOQIUM........c.ciiiieeececcie e 500
pH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C : 7,2 £ 0,2

Eau peptonée tamponnée
Pour 1 litre de milieu :

= PEPIONE. ... 10,0 g
- Chlorure de SOQIUM..........coiiiiiieceece e 5090
- Phosphate disodique dodécahydraté..............ccocevvrvreneiinernienennne 9,09
- Phosphate monOPOtasSIQUE ........ccveeiieeiieniie e 159

Gélose au cétrimide
Pour 1 litre de milieu de bhase :

- Peptone pancréatique de gélating ..........ccccooveveeieiievi e, 20,09
O O] {11 [T 0,3¢
- Chlorure de Mmagnésium ..........ccceoeiieiieii i 149
- Sulfate de POtaSSIUM ......coiiiiiiieiee e 10,09
- Agar agar bactériologiqUe...........ccoveveeieiiiicse e 1509

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C : 7,2 £ 0,2

Gélose de Baird Parker
Pour 1 litre de milieu :

= TTYPIONE. . 10,0¢g
- EXtrait de VIANAE .......cvveeiiieiee e 50¢9
- Extrait autolytique de [eVUre ........ccoevveiiieeee e 109
- Pyruvate de SOQIUM ......oooiiiiiiieiieieec e e 10,0 g
1103 | 1 SRS 12,09
- Chlorure de lIthIUM.......cocvieiii e 509
- Agar agar bacteriologiqUE...........coovevueeiiiiiiere e 1509
- Emulsion de jaune d’ceuf ..........cccoeeviiiiiiiiiiiiceeeee e 47,0 ml
- Tellurite de potassium @ 3,5%0 ......cceceervireeiieieese e 3,0ml

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C : 7,2 + 0,2

Gélose de Chapman au mannitol
Pour 1 litre de milieu :

= TIYPLONE. . 509
- Peptone pepsique de VIANAE .........cceoveverieeieciese e 500
- EXtrait de VIANAE ......ovveiieeee e 1049
S IMANNIEOL . 10,0 ¢

- Chlorure de SOQIUM ......coveiiiieieee e 75,09



- Rouge de phénol ... 25,0 mg
- Agar agar bacteriologiqUe...........covverveeiiieiiese e 1509
pH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C : 7,4 +£ 0,2

Gélose Hektoen
Pour 1 litre de milieu :

- Peptone pepsique de VIaNde ..........ccooveveiiinieienee e 12,09
- Extrait autolytique de [eVUure..........cccocoveiveii i 300
= LACTOSE i 12049
= SACCNAIOSE ... e 12,09
T 1o 1T 209
= SEIS DIIAIIES ..o 909
- Chlorure de SOOIUM........uviiiiiiiie e 5090
- Thiosulfate de SOUIUM..........ccceiieiiiiccece e 500
- Citrate ferrique ammoniacal ...........cccooevriniieiiieies e 159
- Bleu de bromothymol ..., 65 mg
- FUCNSINE ACIAE......cuiiiicie 40 mg
- Agar agar bacteriologiqUe..........ccovereiicieiece e 135¢g

pH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C : 7,6 = 0,2

Gélose King A
Pour 1 litre de milieu :

= PEPTONE. ... 20,09
= AQAr PUITIBE ..o 12,0¢
- KoSO4(aNhydre).....c.o it 10,0 ¢
- MQCl (Aanhydre)........oooiiieiieeeee e 1449

Gélose nutritive
Pour 1 litre de milieu :

O 10/ 0] (0] T SRR 500
- EXtrait de VIANUE .....ocveieieiicc e 309¢g
- Agar agar baCteriologiQUE.........coveivieeieie e 1209

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C : 7,0 £ 0,2

Gélose viande foie
Pour 1 litre de milieu :

- Peptone viande-foie .........cccooeiiiii i 30,09
€1 0 To 0 SRS 2,09
- AMIAON SOIUDBIE ... 2,049
- Sulfite de SOAIUM ......ooieic s 250
- Citrate de fer ammoniacal .........c.cccoooevviiiiiiiie e 0,59
- Agar agar bacteriologiqUe.........cccveverieiesiee e 1109

pH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C : 7,6 = 0,2

Milieu BEA (gélose a la bile, a I’esculine et a I’azide de sodium)

Pour 1 litre de milieu :

= TIYPLONE. .o 17,00 g
- Peptone pepsique de VIANde .........cccovevevieiiieieeie e 3,009
- Extrait autolytique de [eVUre...........covvieiiiii s 5009



- Bile de beeuf bactériologique .........coovevieiiieniieiieeieeieee e 10,00 g

- Chlorure de SOUIUM.......ccviiiiiee e 5009
S ESCULINE s 1,009
- Citrate ferrique ammoniacal ............cccccvevvevviie i 0,50 g
O VA To (N0 [T o T0 [TV o R 0,159
- Agar agar bacteriologigqUe...........coveveeiieieiierie e 13,00 g

pH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C : 7,1 0,1

Milieu BHIB (Brain-heart infusion broth) : Bouillon cceur-cervelle
Pour 1 litre de milieu :

- Extrait caeur-Cervelle ... 175¢g
- Peptone pancréatique de gélating ...........cccccevveveiieieccc s 10,0 ¢
- Chlorure de SOIUM.......c.oiiiiiie e 5049
- Phosphate disodiqUEe ...........coeiieiieiiiiececce e 250
= GIUCOSE. ... ettt sttt nne s 2090

pH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C : 7,4 £ 0,2

Milieu BLBVB (bouillon lactosé bilié au vert brillant)
Pour 1 litre de milieu :

TIYPLONE. .. e 10,0 g
Bile de boeuf bactériologique..........covviiiiiiiiiiiii i 200 g
LaCtOSe. .ottt 10,0 g
Vertbrillant...... ..o 13,3 mg

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C : 7,2 £ 0,2

Milieu OGA (Gélose Glucosée a I'Oxytetracycline)
Pour 1,1 litre de milieu :

- Extrait autolytique de [eVUre..........cccovieiieie e 509
= GIUCOSE. ...ttt e s e e s e e s e en e e s earees 20,0g
= OXYEBLrACYCHINE....c.eiie e 0,19
- Agar agar bacteriologiQUE.........cuvveieieirierieeeee e 1509

pH du milieu prét a ’emploi a 25°C : 6,6 + 0,2

Milieu PCA (Plate Count Agar)
Pour 1 litre de milieu :

= TTYPLIONE. . 5049
- Extrait autolytique de [eVUre.........ccceiveii i 250
= GIUCOSE. ...ttt e et e e s et e e e s sbaee e e 10g
- Agar agar bacteriologiqUe..........cccveveiieresi e 12,0¢g

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C : 7,0 = 0,2

Milieu Rappaport Vassiliadis
Pour 1 litre de milieu :

- Peptone papainique de SOJa .......ccccvrererieieienienie e 4,509
- Chlorure de SOIUM ......ccociveiecieceece e 7,209
- Phosphate monopotasSiQUE ..........ccccoeveriieieiieeesiesee e 1,269
- Phosphate dipotassSiqQUe ..........ccecveieiieiiiiece e 0,18 g
- Chlorure de magnésium anhydre ............ccocovevniiienninencsee 13,409
- Vert malachite (0Xalate).........cccoveveeieeiciieciece e 36,0 mg

pH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C : 5,2 +0,2



Milieu Roth
Pour 1 litre de milieu :

-POIYPEPLONE ..ot
“GIUCOSE ..
-Chlorure de SOdIUM........cooiiiiieiiiire e
-Phosphate monopotasSiqUE. ........ccevererererieneniesiseeienes
-Phosphate dipotassiQUE...........cceevveieieeiirecie e
-Azide de SOIUM.......eiiiiieece e

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C : 6,8 £ 0,2

Milieu sélénite-cystine
Pour 1 litre de milieu :

= TIYPIONE. .o
= LACTOSE ...
- Phosphate disodique ...........cccoovveieeiiiicceceece e
- Hydrogénosélénite de sodium............ccceovvvvnennnnninnens
= LmCYSHINE. ..o

pH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C : 7,0 £ 0,2



Annexe 4 : Tableau des indices NPP pour 100ml d’échantillon.

Nombres de tubes positifs

Limites de confiance a 95%

NPP
1 de 50ml 5 de 10ml e L Inférieure | Supérieure

0 0 <1

0 1 1 <1 4

0 . 2 <1 6

0 3 4 <1 11

0 4 5 + 13

0 5 7 2 17

1 0 2 <1 6

1 1 3 <1 9

1 2 6 + 145

1 3 9 2 21

1 4 16 4 40

I 5 > 18




