République Algérienne Démocratique Populaire
USSR Y| NG RPN PSP - -3
Ministére de I’ Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
G A A
Université Ibn Khaldoun — Tiaret

Faculté des Sciencesdela Matiére
B—all ppto Al <
Département de Chimie
) and

Meémoire
Présente par :

M MADANI KHALDIA
MS*BERROUBA DHAOUIA

Pour obtenir le diplome de

Master
Filiere: Chimie
Spécialité: Chimie organique
Sujet :

Etude de la biodégradation de certains

colorants textiles

Soutenu le: 11/06/2018

Devant lejury:

M" DAHO BOUABDELA Président UNIV .Tiaret
M™ ABDELMALEK ILHAM Examinatrice UNIV .Tiaret

M®'® HENNI MERIEM Encadreur UNIV .Tiaret
M®'® BENNABI LAMIA I nvitée UNIV Tiaret

Année Universitaire: 2017/2018




Remerciements

Le travail présenté dans ce mémoire a été réalisé au sein du laboratoire de Ecologie végétale,
microbiologie , chimie, et génie physique de [Université 1bn Rhaldoun Tiaret, sous la
direction du Melle HENNT .

Je tiens a la remercier pour la confiance qu’elle a bien voulu m’accorder en me proposant ce
sujet et pour son aide, ses encouragements, sa patience et ses précieux conseils tout au long
de ce travail.

Nous tenons a remercier monsieur Mr B.DAHO maitre assistance A a [université de

Tiaret, pour avoir accepté de présider le jury de cette mémoire.

Je tiens a témoigner ici ma reconnaissance & Mme IAbd (malek maitre assistance A a
Cuniversité de Tiaret, d avoir accepté d’évaluer ce modeste travail.
Nous souhaitons exprimer notre gratitude a Melle LBENNABI ,Chef de département de

chimie pour ses aides précieuse, ses encouragements chaleureux

Nous tenons a remercier toute [ 'équipe de laboratoire de graduation de chimie et plus
notamment: M A.Larbi et M Hadidi ainsi que M= Somia et Mm Nadia de nous avoir
aidé pendant la réalisation de ce travail.

Nous tenons également a remercier toute [‘équipe de laboratoire de microbiologie de
[Institut des sciences vétérinaires, notamment : Mr Amine pour leurs aides a réaliser ce
travail.

Nous adressons nos remerciements d tous les ingénieurs des laboratoires de Faculté des
Science de la Nature et de la Vie notamment Mm Fatima, MeeAicha, et M Samira pour
leurs aides a réaliser ce travail.

Finalement, nous tenons d exprimer nos remerciements vont d tout ce qui a participe d
réaliser ce mémoire. Ainsi que ['ensemble des enseignants qui ont contribué d notre

formation.



D¢ 1cace

Je remercie Allaf de m’avoir donné le courage, la patience et par-dessus de tout la

sante de mener a réaliser ce modeste travail
Je dédie ce mémoire,
A mes chers parents : Ma mére et Mon pére
Pour leur patience, leur amour, leur soutien et leurs encouragements.
A mes fréres et mes sceurs
A toute la famille <<Berrouba> et la famille <<Meslem>>
A mes chéres amies et mes camarades
A toute personnes qui mont aidé de prés ou de loin.
A toute [a promotion de master 2 <<chimie organique>>

A tous les professeurs qui m’ont enseigné.

<Berrouba Dhaouia™



D¢ 1cace

Je dédie ce travail
A mes adorables parents : Ma mére et Mon pére.
Qui toujours encouragé durant les années d’études, et pour leurs sacrifices.

A mes chéres sceurs : Khaldia, Sarah
A mes fréres : Mohamed, Hichem

A toute la famille <<Madani >> et la famille <<Bourahla>>
Ames chéres amie et mes camarades

A tous qui m’ont encouragé lors de ma préparation

A toute la promotion de master 2 <<chimie organique>>
pr yanq

A tous ceux_ qui ont contribué de prés ou de loin d la réalisation de ce travail.

A tous les professeurs qui m’ont enseigné.

“Madani Khaldia>



Liste des abréviations

Liste des abréviations

Abs Absorbance

Aw Activité en eau

BM Bleu de méthylene

CFU Unités formant colonies

D% Le pourcentage de décoloration
DBO La demande biochimique en oxygéne

DBOs La demande biochimique en oxygéne aprés 5 jours
DCO La demande chimique en oxygene

DL50 La doselétale

E. coli Escherichia.coli
GN Gélose nutritive
MES Les matieres en suspension

MeO Méthyle orange

MMN Milieu Minéral Nutritif
pH Le potentiel hydrogéne
RC Rouge Congo
S.aureus Saphylococcus aureus
STEP Sation d' épuration

uv Ultra-viol et



Liste desfigures

Figurel.l
Figurell.l
Figurell.2
Figurell.3
Figurell.4
Figurell.5
Figurell.6
Figurell.7
Figurell.8
Figurell.9
Figurell.10
Figurell.11
Figurelll.1
Figurelll.2
Figurelll.3
Figurelll.4

Figurell.5

Liste des figures

Partie théorique
Chapitre | : Leseaux usées

Déshuileur utilisé dans |’ épuration des eaux usées

Chapitre Il : Généralité sur les colorants
Colorant C.I.mordant bleue 9
Colorant C.I. Acide red27
Colorant CI direct Bleue 1
Colorant Cl Basic green 4
Colorant CI Disperse Yellow 3
Pigment synthétique
Sructure chimique du Jaune AB
Sructure chimique du Jaune OB
Molécule de bleu de méthyléne
Schéma de fonctionnement du spectrometre UV-Visible

Laloi de Beer Lambert.

Chapitre | 11: Bactéries et Biodégradation

Différentes classes de microorganismes
Organisation générale d' une bactérie
La paroi bactérienne

Escherichia Coli en division

Staphylococcus aureus

09

13

13

14

14

14

15

15

16

21

24

24

25

26

26

27

28




Liste desfigures

Figurell.6

Courbe typique dela croissance d’ une culture bactérienne

Partie expérimentale

Chapitre | : Etude dela biodégradation des colorants par des bactéries

Figurel.l
Figurel.2
Figurel.3
Figurel .4
Figurel.5

Figurel.6
Figurel.7

Figurel.8

Manipulation de repiquages des souches bactériennes
Test de dégradation des trois colorants

Cinétique de décoloration par Escherichia Coli
Cinétique de décoloration par Saphylococcus aureus
Effet du pH de la solution sur la décoloration

Effet de la concentration initiale en colorant sur la décoloration
Effet dela salinité sur la décoloration

Effet de la concentration du glucose sur la décoloration

Chapitre |l : Etude de biodégradation des colorants par la boue activée

Figurell.l
Figurell.2
Figurell.3
Figurell.4
Figurell.5
Figurell.6
Figurell.7
Figurell.8

Figurell.9

Préparation des|’inoculum

Test de dégradation des trois colorants.

Cinétique de la décoloration par la boue activée
Dispositif expérimentale de la biodégradation
Cinétique dela décoloration en condition d'agitation
Effet dela variation de pH sur la décoloration

Effet de différentes concentrations de colorant sur la décoloration

Effet de la salinité sur la décoloration

Effet dela variation dela concentration du glucose sur la décoloration

31

41

43

46

a7

49

51
53

55

56

57

59

60

61

62

63



Tableau | 1.1
Tableau 11.2
Tableau I 1.3
Tableau 111.1
Tableau |11.2
Tableau |11.3
Tableau 111.4

Liste des tableaux

Liste des tableaux

Partie théorique
Chapitre Il : Généralité sur les colorants
Les caractéristiques physico-chimiques du bleu de méthyléne
Caractéristique chimique du Rouge Congo

Propriétés physico-chimiques du méthyle orange

Chapitre | l1: Bactéries et Biodégradation

Les aliments constitutifs des micro-organismes

Substituant influencant |a biodégradabilité des substrats organiques

Classification physiologique des bactéries en fonction de la
température
Teneurs en fonctions superficielles de charbon actif

Partie expérimentale

Chapitre | : Etude dela biodégradation des colorants par des bactéries

Tableau |.1

Tableau |.2

Tableau |.3

Tableau | .4

Tableau 1.5
Tableau 1.6

Tableau |.7
Tableau |.8
Tableau 1.9

Résultat cinétique de la décoloration par Ecoli(Cy =10mg/l)
Reésultat cinétique de la décoloration par S.aureus(Co =10mg/l)
Reésultat cinétique dela décoloration par la souche Ecoli(Cy =20mg/l)

Résultat cinétique dela décoloration par Saureus(Cy =20mg/l)

Effet de pH sur la décoloration du colorant par S.aurse (C=10mg/l)
Effet de pH sur la décoloration des colorants par E coli (C=10mg/l)

Effet de la concentration en colorant sur la décoloration par E Coli.
Effet de la concentration en colorant sur la décoloration par Saureus

Effet de la salinité sur la décoloration par E.Coli .

21

22

23

30

36
37

50

45

48
49
50

52




Liste des tableaux

Tableau 1.10 Effet dela salinité sur la décoloration par Saureus

Tableau 1.11  Effet dela concentration de glucose sur la décoloration.

Chapitre |l : Etude de biodégradation des colorants par la boue activée

Tableau I1.1
Tableau 11.2
Tableau I1.3
Tableau I1.4
Tableau I1.5
Tableau I1.6
Tableau 11.7

Résultat cinétique de décoloration par la boue activée (Co =20mg/l)
Résultat cinétique de décoloration en condition statique (Co =10mg/l)
Reésultat cinétique de décoloration en condition d'agitation (Co= 5mg/l)
Effet dela variation de pH sur la décoloration (C=10mg/l)

Effet de différentes concentrations de colorant sur la décoloration.
Effet de la salinité sur la décoloration.

Effet de différentes concentrationsinitiales de glucose sur la

décoloration

53

62

63

64

65



Sommaire

Sommaire

Introduction générale...............

Chapitre | : Leseaux usées

Partie bibliographie

I 1000 (U1 o) o T

[.2 DEfNITION 0BS BAUX USBES. . .. .ot et e e e e et e et e e e e e et e e e e e e e e

|.3 LESTYPES HES BAUX USBES .. . eete et e et et te e e e e e e e ee et ae et s eet st e et en e ae s an e e s e e aren e eees

1.3.1 LeS €aUX USEES JOMESLIQUES .. ... eevie et ie et e ie ettt et e e et ee e e et s eree e nn e ee e

[.3.2 Les@auX USEES INAUSIITEIIES. . .. oe e oo e e e e e e e e

[.3.3 LeSEAUX USEES UFDAINES ... neeteee e e e e et e e e e et e e e e e e e e

1.3.4 LeS @aUX USEES PIUVIAIES .. ..ooviiet ettt ae e

[.3.5 LESAUX USEES AQNICOIES .. ..uieee et ee et e ettt e ee et et e ee e

1.4 La POIHULION GBS BAUX. ... eev et ie e et ettt et et ee e e e e e e e ee e e e ee s e e e e ee e

1.4.2 Classification SEloN I'OrigiNe ........oiuiiee i e ae e

141 POHULION MINEIAIE. . ... et e e e e e e e e e e e e e e e e,

1.4.2 POHULION OFQANIQUE. . ... cet ettt et ettt ettt ettt e e e e e et e ee e ee e s e e

1.4.3 Pollution microbiolOgiQUE. .......cc. i et e

1.5 Principaux indicateurs de pollution des eauX USEES............ccevveeriiiiieee e eneee

(S N (1 o= = (0= P
T I (0 o o ] =3P

1.5.3 LA CONAUCLIVITE. . .. .ot et et e e e e e et e et e e et e et et e e e e e e e e e

1.5.4 LA COUIEUE B I'O0BUN . .....oece oo e e e e e e e e e e

1.5.5LesSmatiereS €N SUSPENSION ....uiiueueeeutietae et ae et e e e er e e ee e eeeeaeenn s eeee e ene

1.5.6 Le potentiel NYOrOgENE. ... .....uiiii e ettt ee e ee e aees

1.5.7 La demande bioChimiqUE €N OXYOJENE. . ... ..vvuietoeet et et e et e e e ee e e e e aeneeee e

1.5.7 La demande bioChimiqUE €N OXYOJENE .. ....vvniee e ieee e ee it er et e ae e et e e ee e

1.5.8 La demande ChimiqUE €N OXYGENE .. ..vvteiinieeie et et e et e et ae et ee e e e aea e e
1.5.9 Labiodégradabilité. . ... e e e
[.5.10 LESMELAUX IOUIS ...ttt et ettt et et e e e e e e e e e e e

[.5.11 LeS Mati@rES COlOT ANTES. . .. e ettt e et e e e e e e e e e e e e et e e e e e en e

1.6 EPUration dES EAUX USBES. ... ..uvveneesieeetee et et ee e e e e ae e et e e ee e nn e aeee e nn e aeee e e e e ens

© 0 0 00 00 N N O o oo o o o oo o o o o 0o O b~ b b b OO W W w

[ 8. L PrérAitOMIENS . . ..ot e e e e e e e e e e e e




Sommaire

G300 I T 1 =T PO
[.6.1.2 DESSADIAGE. . ...t
1.6.1.3 Déshuilage €t AEgraiSSAQE. ... . cvuvuieetietie et i e et et e et et e e e eeen e ae e e
1.6.2 Traitement PrimaITE. . ... ceee et e ee e e e e e e e et e et e e e e e e e e n e een e
1.6.3 Traitement SECONTAITE. .......uuuiee ettt ettt ettt et e ee e

[.6.4 Traltement TEITIAITE. ... .ottt et et ee e et e ae e

1.6.5 Traitement deSDOUES. .......... i e
[.6.5. 1 ED@ISSISSEIMIENT. . ... vttt et et ee e e et e e et e e e e ee et e e e e e ae e
1.6.5.2 SLADIHISALION. ... ..ottt e
1.6.5.3 CONAITIONNEIMENE. . ....ene ettt e et ee e e ae et e aeee e e aes
1.6.5.4 Elimination fiNAlE. ..o e e e e

Chapitre || : Généralité sur les colorants

[.1 GENEralité SUr 1€S COIOMANES .....iiveni ettt e
1.2 DEFfINITION A" UN COIOMANT. ...ttt e e e et e s e
|.3 Différents types de COIOrantsS...........viiueiieen e
1.3.1 Colorants utilisés dans 1@ textile. . .......c.uuu i
1.3.2. Colorants utilisés dans I'alimentation ............c.cveviieiriin e
1.4 UtiliSation dES COIOTANTS .....iiuenie ettt ettt et et e n e
1.5 TOXICItE S COIOrANTS. ... ettt et e ee et e ee et e e ee e e
1.5.1 Toxicité par 1eSregetSiNAUSIIIEIS. . ...vu i e e
1.5.2 Toxicité par lescolorants alimentaireS ..........couvuveeieenie e e ee e
1.6. Méthodes du traitement les effluentS textiles. ..o
1.6.1 Méthodes physiques de traitement..............ovvuiriiie e e e
1.6.2. Méthodes physico- chimiques de traitement destextiles............c.ccoeeieiieennnn.
1.6.3. Méthodes chimiques de traitement destextiles............cooviie i,
1.6.4. Méthodes biologiques detraitement............co.veve i i e e
1.7 Propriétés des ColorantS tUdIES ..........oveuiiietiie e
.71 BleudemBNYIENE .. ...o.ii e e e
[.7.2 ROUQE CONQO. . ..ttt et et et et ettt st ettt et et e e e e e er e e et e e ee e ee e ae s ae s e s
1.7.3 Méthyle 0range (MEO)........iiu i e e et ettt ee e e ee e e ae e e e e e
1.8 La méthode d'analyse des pollUANES. ........ccuveiieiet ot
1.8.1. Spectroscopie UV-VISIDIE . ... e

10
10
11
11
11
12
12
12

13
13
13
14
16
17
17
17
18
19
19
20
20
20
21
21
22
23
24
24




Sommaire

1.8.1.1Principe de fonctionnement du spectrophotometre ...........................

Chapitre I 11: Bactéries et Biodégradation

90 T 1 oo L8 o1 o o RO
|.2 DEFiNItioN de MICTOONJANISITIES. ... ueeet ettt ettt ettt et ee et et e s e
1.3 Morphologie et Structure fine desbacteries. ... ....c.ooviiiirii
|.4 Les différents typesS de Dacteries. ..........uvieeieii et
1.4.1 Bactéries a gramnegatif.........cc.o.oiieiiniie e

[.4.1.1 Genre ESCheriChia........coocviieieee et

1.4.2 Bactériesa gram pPoSitif.........oovieiieii e
1.4.2.1 Genre SapPhylOCOCCUS. .........ueie ettt ettt e ee s
1.5 Nutrition et croissance MiCrODIENNE. ... ...c..uien i
1.5.1 NUtrition deS miCro-OrganiSIMES. ... ...ceu e et eieee s ee et e e ee et e e ee e e e e s e e e ee s eeeens
1.5.2 Croissance deS MiCrO-OrJANISIMIES. . ....cuueueie et e ettt ae e e et s ee s er et s ee s eren e aenee e e
|.6. Influence des paramétres environnementaux sur |a CroiSsanCe...........cccceeeveeevenenn
1.6.1. Effet delatempérature.........c.co.oiiieiee ot er e ee e e
[.5.3. ROIEAE I OXYGENE. ... ettt ettt e e e e
1.7 Biodégradation des COMPOSES OF QAN QUES. .......veuueeeet et aee et ere e eneenen e e eneeeeess

1.7.1 Définition dela biodégradation..............coeueeiiiiee e e e e
1.7.2 Mécanismes de dégradation. .. .........coeeeosir i e e e e e
1.7.2.1 Biodégradation gratUite ............oeeeeieieriieiei e e e e e e e e

1.7.2.2 COMEBLADO0LISITIE ...t et e e e ee et et ae e
|.7.3 Lesfacteursdelabiodégradation...............ccocoeviiiiiiieii i

[.7.3.1 CaUSES CRIMIQUES. . ... et eet ettt ettt et ee e e e s ee e e et e e ee e e e e ee s e e e eeaee e e e e ees
1.7.3.2 Causes PhySiCO-ChIMIQUES. . ... veuie e et ee e et ee e e e et e et e ae e ee et e e ae e e ae e eees
1.7.3.3 Causes envirONNeMENLAIES. ..........uve ettt et
1.7.3.4. CaUSES DIOIOGIGUES. . ... vttt et et ettt et e ee et ee e r et e aeeeenas

Partie expérimentale

Chapitre | : Etude dela biodégradation des colorants par des bactéries

|. Méthodol0gie eXperimeNntale. ... .....coeuie i e e e

I.1 Préparation deS SOIULIONS. .. ......ovuveieee et e e e e e aee e

26
26
26
27
28
28

29
29
30
30
32
33
33

R R R

35
36
36
36
37
37

39

40
40




Sommaire

.2 Mesure de la densité OpLIQUE. ... ..o vee v i e e e e e e e e et e e

I, 3. Materiel DIOlOGIQUE. ... ..eenieee e e e e e ees

[.3.1 LESMICIO-OrQANISITIES. ...ttt e et eee e ee e e et ee e e et e ae e ee e sa e e ee s e e e s et e e e e ee s ee e
.32 MilTEUX D CUITUI .. ... e et
[.3. 2.1 LESMIlIEUX SOIITES. ... vet et ettt
1.3.22Lemili@U lIQUIE. ....... e e
|.3.3 Repiquage des souches bactériennes dans les milieux sélectifs..............cccuvvnen.
1.3.4 Préparation des suspensions DaCterienNES. ..........uvuveeie e e ie e ee e e ee e
|.4. Cinétique dela Biodégradation des colorants............ccoveveviiienineviniiine e

|.2 Facteurs influencant la dégradation des colorants.............cooovieviiii i cene e,
|.2.1 Effet de pH sur la dégradation des colorants. ............c.vevvieiviie e e
|.2.2 Effet dela concentration initiale en colorant..............ooveveiiiiiiiieii e
1.2.3 Effet dela salinité sur la décoloration............c.oovieeiieiiiiieii e
|.2.4 Effet dela concentration de glUCOSE. ... ....uuvniiiiiiiee et

Chapitre |l : Etude de biodégradation des colorants par la boue activée

I1.1 Teste de biodégradation des colorants par une boue activee...............ccccevveeneenne.
[1.1.1. Originedela Culture baCterienne. .. .......cciririe e e e e e e e eaen
[1.1.1.1Préparation de I’inoculum a partir desboues activées............c.ccceeuviveriiiinnnnn,
I1.2 Etude cinétique de la décoloration a des conditions statiques............ccceveeeieeennnne.
11.3 Etude cinétique de la décoloration a des conditions d'agitation...............ccccceveevnnn
I1.4 Facteurs influencant la dégradation des colorants............cccoevveiiieiieeiecenee e
11.4.1 Effet de pH sur la dégradation des colorants............c.ovueeeiiieneenieeenee e
11.4.2 Effet dela concentration initiale en colorant............c.cooveviiiiiiini e
11.4.3 Effet dela salinité sur la décoloration..............coveeeiiiieii e
11.4.4 Effet de la concentration de glucose sur la décoloration .............cccceeveeveiveeieeene.
[1.5 RESUITAL € BISCUSSION. .....ivtetie ettt et et e e en s

CONCIUSION GBNEIAIE. ... ettt e e ettt ee e ee et e ee e aet e ae e

40
40
40
40
40
M
M
42
43
49
49
51
53
55

57
57
57
57
61
62
62
63

66
67
69



Parte theorigue



Chapitre 1
les eaux usées



Chapitre| Les eaux usées

|.1 Introduction

Lorsgue I"homme utilise I’ eau, il ne fait pas que la consommer mais il en rejette une
partie dans I’ environnement. C’ est ce que I’ on appelle I’ eau usée. Cette eau usée peut contenir
différents polluants. On a donc tout d’ abord commence alatraiter pour des raisons sanitaires.
Les premiers réseaux d’ évacuation des eaux usées remontent al’ antiquité. Au X1Xesiecle, les
premiers systemes de traitement de ces eaux ont vu le jour, les premiers objectifs étaient alors
sanitaires hygiéniques et de confort. Les eaux usées quelque soit leur origine sont
géné&alement chargées en éléments indésirables qui selon leur quantité et composition
représentent un danger réel pour les milieux récepteurs ou leurs utilisateurs. L’ @imination de
ces ééments toxiques exige de concevoir une chaine de traitement. Toute fois, avant de
concevoir tout procédé d épuration, il est impératif de caractériser |'effluent a traiter

guantitativement et qualitativement [7].
|.2 Définition des eaux usées

Une eau useée est une eau qui a subi modification défavorable des propriétés
physicochimiques et biologiques, produite directement ou indirectement par les activités
humaines, les rendant impropres a I’ utilisation normale établit [7]. Les eaux usées sont toutes
les eaux des activités domestiques, agricoles et industrielles chargées en substances toxiques
qui parviennent dans les canalisations d’ assainissement. Les eaux usées englobent également
les eaux de pluies et leur charge polluante, elles engendrent au milieu récepteur toutes sortes
de pollution et de nuisance [ 7, 8].

|.3 Lestypes des eaux usées

Les eaux usées résultent de la pollution tant physico —chimique que bactériologique
des eaux de consommation de bonne qualité, du fait des activités humaines, qu’' elles soient

domestiques, industrielles ou agricoles [9]. Ces eaux proviennent de cing sources principales:

[.3.1 Leseaux usées domestiques

Elles proviennent des différents usages domestiques de |’eau. Elles sont constituées
essentiellement d’excréments humains des eaux ménageres de vaisselle chargées de
détergents, de graisses appelées eaux grises et de toilette chargées de matiéres organiques

azotées ou phosphatées et de germes fécaux appel ées eaux noires[10].
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1.3.2 Leseaux uséesindustrielles

Elles sont tres différentes des eaux usées domestiques. Leurs caractéristiques varient
d’une industrie a |’ autre. En plus des matiéres organiques, azotées ou phosphorées, elles sont
chargées en différentes substances chimiques organiques et métalliques. Selon leur origine
industrielle, elles peuvent également contenir [11] :

v Des graisses (industries agroalimentaires, équarrissage).

v Des hydrocarbures (raffineries).

v' Des métaux (traitements de surface, métallurgie).

v' Des acides ou des bases et divers produits chimiques (divers industries chimiques

tanneries).

v Del’eau chaude (circuit de refroidissement des centrales thermiques).

v Des matiéres radioactives (centrales nucléaires, des déchets radioactifs) [12].

1.3.3 Leseaux uséesurbaines

Ce sont les eaux des habitations et des commerces qui entrainent la pollution urbaine
de I’eau. Les polluants urbains sont représentés par les rejets domestiques,les eaux de lavage
collectif et de tous les produits dont se débarrassent les habitants d’une agglomération
notamment des regjets industriels rejetés par les entreprises en quantités variables selon

I’importance del’ agglomération et son activité [13, 14].

Le « tout —& I’égout » est une expression significative ; elle exprime cette diversité.
On trouve les excréments, les restes daiments, les déversements d abattoirs,
les déversements hospitaliers, les lessives, les détergents, les insecticides, les hydrocarbures,

les déchets de |a petite industrie et divers produits toxiques [15].

|.3.4 Les eaux usées pluviales

Ce sont des eaux de pluies et de lavage des chaussées. Ces eaux sont caractérisees par
la présence des matiéres en suspension en grande quantité ainsi que des hydrocarbures
provenant de la circulation automobile. Les eaux de pluie ruissellent dans les rues ou sont

accumulées de polluants [16, 13].

|.3.5 Les eaux usées agricoles
Il sagit de rgjets liquides et agricoles issus du ruissellement d’ eaux d'irrigation qui
entraine des engrais et des pesticides, des herbicides ou des rgjets organiques dus a un élevage

important. Les pollutions dues aux activités agricoles sont de plusieurs natures :
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v' Apport aux eaux de surface de nitrates et de phosphates utilisés comme engrais, par suite
de lessivage de terres perméables. Ces composes minéraux favorisent la prolifération des
algues (phénomene d’eutrophisation) qui en abaissant la teneur en oxygene des eaux

courantes, compromettent la vie des poissons et des animaux aquati ques.
v' Apport des pesticides chlorés ou phosphorés, de désherbants et d'insecticides.

v' En région viticole, apport de sulfates de cuivre, de composés arsenicaux destinés a la
protection des vignes [9].
|.4 La pollution des eaux

La pollution ou la contamination de |’ eau peut étre définie comme la dégradation de
celle-ci en modifiant ses propriétés physique, chimique et biologique par des déversements
rejets des dépbts directs ou indirects de corps étrangers ou de matieres indésirables telles que
les microorganismes, les produits toxiques, les déchets industriels[17].
Ces substances polluantes peuvent avoir différentes origines : urbaine (activités domestiques
; eaux d’ égout, eaux de cuisine) agricole (engrais, pesticides) industrielle (chimie-pharmacie,
pétrochimie, raffinage), La pollution des eaux usées se manifeste sous forme minérale ou
organique et microbiologiques [13].
|.4.1 Pollution minérale

Elle est constituée essentiellement des métaux lourds en provenance des industries

meétallurgiques de traitement de minerais. On peut citer le Plomb, le Cuivre, le Fer, le Zinc

et le Mercure. Il y'aauss le cas de certains sels a forte concentration, ces ééments sont non
biodégradables et de ce fait un traitement tertiaire devient plus que nécessaire [18, 7].

|.4.2 Pollution organique

Les polluants organiques sont les plus nombreux et les plus dangereux. Certaines de
ces substances sont méme cancérigenes ou mutagenes, d ou I’importance de les éliminer. Ils
peuvent étre classés en phénols, hydrocarbures, colorants, détergents et pesticides formant de
loin la premiére cause de pollution des ressources en eaux. Ces matieres organiques sont
notamment issues des effluents domestiques (déjections animales et humaines, graisses... €tc.)
mais également des rejets industriels [19]. Elles provoquent I’ appauvrissement en oxygene
des milieux aquatiques, avec des effets bien évidents sur la survie de la faune. Ce sont aussi
tous les déchets carbonés tels que la cellulose produite par les papeteries, le sucre ou le

lactosérum des industries agro-alimentaires [ 7, 20].
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[.4.3 Pollution microbiologique

Le rejet urbain en général présente des conditions trés favorables a la prolifération de
certains germes pathogeénes et d’ organismes vivants. On peut citer les virus, les bactéries, les
protozoaires, les vers et les microchampignons [20]. Ces différents é éments garantissent une

masse permanente en germes utiles al’ épuration par biodégradation [18].
[.5 Principaux indicateur s de pollution des eaux usees

Les eaux usées sont des liquides de composition hétérogene, chargés de matieres
minérales ou organiques pouvant étre en suspension ou en solution et dont certaines peuvent
avoir un caractéere toxique, les indicateur de pollution sont identifiés par les paramétres qui

sont :
|.5.1 Latempérature

Fondamentalement importante par son effet sur beaucoup propriétés, par exemple
I’ accélération des réactions chimiques, la réduction de la solubilité des gaz, |I’amplification
des godts et des odeurs. etc [21]. Elle joue un réle primordial dans la distribution des espéces

aussi bien par ses niveaux extrémes gque par ses variations diurnes ou saisonnieres[22].
|.5.2 Laturbidité

La turbidité est inversement proportionnelle a la transparence de I’ eau, la présence de
matieres en suspension et/ou de colloidales donne un aspect trouble a I’ eau. Elle dans I’ eau
peut étre due al’argile au limon, aux rejets industriels ou a la présence d’ un grand nombre de

micro-organismes [18, 21].

| .5.3 La conductivité
La mesure de la conductivité donne une idée sur la sdinité de I'eau. Plus la

concentration ionique des sel's dissous est grande et plus la conductivité est importante [18].

|.5.4 La couleur et I’odeur

La couleur et I’odeur sont des indicateurs de la pollution de |'eau. La couleur d’une
eau usée urbaine est grisétre mais certains rejets industriels (teinture, papeteries) contiennent
des colorants particulierement stables. Ils existent plusieurs gaz qui donnent des odeurs
particulieres a I’ eau résultant d’une fermentation ou décomposition, parmi lesquels on peut
citer NHs, H.S... [18].




Chapitre| Les eaux usées

|.5.5 Lesmatieresen suspension (M .E.S)

C’ est la masse de matieres insolubles ou colloidales retenues par filtration quantitative
ou séparées par centrifugation, elles s'expriment en milligramme par litre. Elles donnent
également a |’ eau une apparence trouble et souvent un mauvais go(t et une mauvaise odeur.
Elles sont fonction de la nature des terrains traversés, de la saison, de la pluviométrie, de

régime d’ écoulement des eaux, de lanature desrejets,. . . etc [23].
|.5.6 Le potentiel hydrogene (pH)

Les eaux superficielles constituent un systéme physico-chimique complexe tamponné
par les divers équilibres entre les espéces moléculaires ou ionisées présentes dont les
équilibres carboniques. Le pH indique la concentration en ions H* présent dans I’eau. Les
micro-organismes autorisent une gamme de pH alant de5 a9 en milieu aérobie et de 6 a8 en
milieu anaérobie. En général, les effets du pH se font surtout sentir par I’influence gu’ exerce
ce paramétre sur les équilibres entre les autres composés du milieu (azote ammoniacal, sulfure
de sodium , acide cyanhydrique...etc) lorsgu’ils ont une toxicité variable selon gu'ils se

trouvent ou non sous forme ionisee [22].
|.5.7 La demande biochimique en oxygene (DBO)

La demande biochimique en oxygene DBO est par définition la quantité d oxygéne
nécessaire aux microorganismes vivants présents dans le milieu pour assurer |’ oxydation et la
stabilisation des matieres organiques présentes dans I’ eau usée. Par convention la DBO est la
valeur obtenue aprés cing jours dincubation DBOs. L’essai normaliseé prévoit un
ensemencement microbien a I'aide d’'eau usée domestique, d'une eau de riviére ou d’'un

effluent de station, et une incubation a 20°C al’ abri delalumiere [24, 25].

|.5.8 La demande chimigque en oxygene (DCO)

C’ est la mesure de la quantité d’ oxygene nécessaire qui correspond a la quantité des
matieres oxydables par oxygene renfermé dans un effluent exprimée en mg d’ oxygéne O, par
litre [26]. Elles représentent la plus part des composés organiques (détergents, matiéres
fécales). Elle est mesurée par la consommation d’ oxygene par une solution de dichromate de
potassium en milieu sulfurique en présence de Sulfate d’argent et de sulfate de mercure 11
(complexant des chlorures) a chaud pendent 2 h a 150-C selon APHA [18, 27] .
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[.5.9 La biodégradabilité

Le rapport K = DCO/DBO:s estime la biodégradabilité qui traduit I’ aptitude d’ un effluent &
étre décomposé ou oxydé par les micro-organismes qui interviennent dans le processus
d’ épuration biologique des eaux. Lavaleur du coefficient K détermine le choix de lafiliére de
traitement a adopter, si I'effluent est biodégradable on applique un traitement biologique,
sinon on applique un traitement physicochimique si :

e K< 1 5: Les matieres oxydables sont constituées en grande partie de matiéres

fortement biodégradables.

* 1,5<K< 2 5:lesmatiéres oxydables sont moyennement biodégradables.

* 2,5< K< 3:lesmatiéres oxydables sont peu biodégradables.

e K> 3:les matiéres oxydables sont non biodégradables [28].

| .5.10 Les métaux lourds

Les métaux lourds se trouvent dans les eaux usées urbaines sous forme de trace. Des
concentrations élevées sont en général révéatrices d’ un rejet industriel sans aucun doute. Leur
présence est nuisible pour I’ activité des micro-organismes, elle va donc perturber |e processus
d’ épuration biologique. Leur élimination se fait au cours de |a phase de décantation- filtration
du traitement [29-31].

[.5.11 Les matiéres colorantes

Dans la pollution de I’eau industrielle, la couleur produite par les petites
concentrations de colorants synthétiques dans |’eau est importante, car en plus d'avoir les
effets toxiques possibles, la couleur de I'eau est visiblement désagréable. Les effluents de la
teinture textile sont généralement tres colorés, avec de grandes quantités des matiéres en
suspensions organiques. Les colorants synthétiques sont congus pour étre récalcitrants a la
biodégradation et donc les processus de traitement biologique sont inefficaces pour éiminer

la couleur des eaux usées [32].

|.6 Epuration des eaux usees

La station d’ épuration (STEP) permet de traiter les eaux polluées de maniére aréduire
considérablement leur degré d altération pour qu’elles puissent étre réutilisées ou rejetées
dans le milieu récepteur sans impacts. Les normes de rejet précisent les caractéristiques
de ces eaux selon I'usage ultérieur et imposent par conséquent le niveau d épuration

a atteindre.Les procédés d épuration les plus couramment utilisées reposent sur le principe
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biologique (Ies micro-organismes absorbent la pollution),et se présentent selon deux systémes
différents:
a) Systemesintensifs (ou systemes compacts) : font appel a des technologies appropriées
et nécessitent plus d’ énergie.
b) Systémes extensifs : font appel aux pouvoirs épurateur de la nature, mais nécessitent
plus d’ espace [ 33].
Une station d’ épuration comprend en général les étapes de traitement suivantes :
v’ Prétraitements
Traitements primaires
Traitements physico-chimiques
Traitements secondaires

Traitements tertiaires

A NN RN

Traitement des boues.

|.6.1 Prétraitements

L’ objectif principal de cette étape est de séparer de la phase liquide les matieres solides
grossieres, parmi les éapes de prétraitements on peut citer : le dégrillage, le dessablage,
déshuilage et le dégraissage.

1.6.1.1 Dégrillage

Il a pour but d’ éliminer toutes les impuretés qui pourraient, par obstruction, dans les pompes
des difficultés de fonctionnement, cette étape est tres importante parce qu’'elle permet
de soumettre les eaux usées aux traitements ultérieurs sans trop de problemes.

|.6.1.2 Dessablage

Les dessableurs sont utilisés pour la sédimentation de particules minérales contenues
dans les eaux usées et ayant une taille de 0,2 a 2 mm. Selon le principe de fonctionnement
on distingue deux types de bassin de dessablage : Les dessableurs longitudinaux et les
dessableurs circulaires [34].

1.6.1.3 Déshuilage et dégr aissage

Des séparateurs d’ huiles spéciaux ont été réalisés pour séparer I” huile minérale et les produits
pétroliers provenant des eaux résiduaires des raffineries. La séparation des huiles se fait dans
cette étape par flottation ¢’ est pourquoi, il faut nettoyer aussi bien la surface que le fond du
bassin. Pour le nettoyage on utilise des ponts racleurs et des racleurs a chaine et alames [34],




Chapitre| Les eaux usées

la figure 1-1 ci-dessous montre la photo d'un déshuileur utilisé dans I’ épuration des eaux

usées.

Figurel.l: déshuileur utilisé dans |’ épuration des eaux usees

[.6.2 Traitement primaire

Dans I’ épuration des eaux usées, le traitement primaire est une simple décantation qui
permet d' éiminer la majeure partie des matiéres en suspension. Les bassins de traitement
primaire sont souvent de forme conique mais il existe d’autres types de décanteurs. Cette
étape permet d' éliminer 70% environ des matiéres minérales et organiques en suspension qui
se déposent au fond du bassin ou elles constituent les boues dites "primaires:.
Les performances de la décantation peuvent étre améliorées en cas des eaux potables par
I’gjout des produits chimiques (sulfate d’alumine, chlorure ferrique...) qui neutralisent les
particules chargées, en augmentant ainsi la probabilité de collision entre les particules
(coagulation floculation), ainsi que la formation des flocs par 1a suite facilement décantables.
Cette étape permet d’ éliminer 90 % des matieres colloidales [35].

|.6.3 Traitement secondaire

Il consiste a utiliser les bactéries pour éiminer les polluants restants. Cette étape est
accomplie en forcant le mélange entre les eaux usees, les bactéries et I’ oxygene, I’ oxygene
aide les bactéries a diminer plus rapidement les polluants. L’ eau est ensuite acheminée dans
d’ autres réservoirs ou les particules solides se déposent a nouveau dans le fond, le traitement
secondaire élimine entre 90 et 95% des polluants, soit un abattement de 85 a 90% de la DBOs

et 90 a 99% des bactéries coliformes selon la réaction suivantes [36] :

Eau usée + biomasse + oxygéne — > Eau épurée + accroissement de la biomasse + gaz

10
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[.6.4 Traitement tertiaire
L’ expression «Traitement tertiaire» peut désigner plusieurs types de traitements ou différentes
fonctions en vue d atteindre un niveau de traitement de qualité supérieure a ce que I'on
pourrait normalement atteindre d'un traitement secondaire. Le traitement tertiaire peut viser
un enlévement plus pousse pour des parametres conventionnels comme les matiéres en
suspension ou encore certains parametres pour lesquels il y a peu d’'élimination dans un
traitement secondaire comme le phosphore, les nitrates ... etc.
Parmi les étapes qu’ on peut trouver dans un traitement tertiaire :

v Ladéphosphoration

v Ladésinfection

v' Ladénitrification

|.6.5 Traitement des boues

Les boues de stations d’ épuration sont des produits résiduaires qui résultent du traitement des
eaux usées dans les stations d’épuration. Au cours des traitements primaires et secondaires

des boues sont produites. Elles sont classées en trois catégories :

a)Les boues primaires : sont obtenues au niveau du décanteur primaire, aprés séparation

physique des matiéres en suspension par décantation, de nature fortement organique.
b) L es boues secondaires : proviennent des traitements biol ogiques des eaux usées.

c) Les boues mixtes : correspondent au mélange des boues primaires et secondaires.
L es constituants des boues les plus importants sont :
v' lamatiére organique
Les nutriments
L es pathogénes

Les métaux

D N N NN

Les composés organiques traces.
Les étapes de traitement des boues sont les suivantes [37] :

1.6.5.1 Epaississement
C’ est une étape de réduction du volume des boues, elle est réalisee :
v/ Soit par décantation : les boues sont introduites dans un épaississeur ou le temps de
s§our est devé.

11



Chapitre| Les eaux usées

v' Soit par flottation : les microbulles d air injectées se fixent aux particules de boues et

remontent en surface puis elles sont raclées.
[.6.5.2 Stabilisation

A pour objectif de réduire le pouvoir fermentescible des boues et leur nuisance olfactive. Elle
est effectuée soit par digestion anaérobie, soit par digestion aérobie thermophile, soit par
stabilisation chimique (utilisation de la chaux), soit par compostage.

|.6.5.3 Conditionnement

C’est une étape qui conduit a I’é@imination d’ environ 40 a 50 % de la phase liquide, elle est
réalisée par centrifugation, par filtration ou par séchage.

1.6.5.4 Elimination finale
v Les boues issues de traitement des eaux usées posent actuellement de réels problemes
environnementaux et économiques pour les collectivités locaes, plusieurs filiéres
d’ dimination sont actuellement proposées aux producteurs de boues urbaines [ 38].

12
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I.1 Généralitésur les colorants
Les colorants constituent un groupe tres diversifié ayant en commun la propriété de colorer
d’ une maniere permanente les tissus, cuirs ou papiers. Tous ces colorants sont des composeés
aromatiques dont les électrons trés délocalisés peuvent adsorber la lumiére pour certaines
longueurs d' ondes. Les propriétés colorantes des composés organiques dépendent de leur
structure et de leur composition chimique. Les colorants rejetés par les industries textiles et
les officines de nettoyage des vétements, sont peu ou pas biodégradables et résistent bien aux
traitements classiques d'épuration. Ils créent surtout une nuisance visuelle dans les eaux
contaminés bien qu’ un certain nombre d’ entre eux est mutagéne et cancérogene [39].
|.2 Définition d’un colorant

Un colorant est une substance colorée qui interagit avec le milieu dans lequel
elle est introduite, et le colore en s'y dissolvant et/ou dispersant lui conférant la propriété
de teindre. Cette propriété résulte d’ une affinité particuliére entre le colorant et lafibre. Selon
le type d’application et d' utilisation, les colorants synthétiques doivent répondre a un certain
nombre de critéres afin de prolonger la durée de vie des produits colorés sur les quelsils sont
appliqués. Ces critéres sont : larésistance a |’ abrasion, la stabilité photolytique des couleurs,
la résistance a I’ oxydation chimique (notamment les détergents) et aux attagques microbiennes
[40].
|.3 Différentstypes de colorants
Le premier colorant synthétique, la mauveine a été obtenu par Perkin en 1856. Il a été utilise
sur la soie et le coton. Suivant cet exemple, beaucoup d’ autres colorants ont été synthétises et
ont d'abord été désignés par des noms de plantes (Amarante, fuchsine, garance, mauvéine
etc....), par des noms de minerais (vert de malachite, auramine etc. ...) puis finalement, selon
leur structure chimique (bleu de méthylene, violet de méthylene etc...). Actuellement, les
colorants sont répertoriés par leur couleur, par leur marque commerciale, par leur procédé
d'application et par un code les caractérisant. Ce code est composé de chiffres et de lettres
comme par exemple B=bleuétre, R=rougeétre, Y ou G ou J=Jaunétre. Cette classification
existe en détail dans la colour index. Outre cela, les colorants qui sont particulierement
utilisés dans le textile, sont classés sous un nom de code indiquant leur classe, leur nuance
ains gu'un numéo dordre (par exemple C.I. acid yellowl). D'une maniére générae, la
classification des colorants peut étre faite aussi sur la base de leur constitution chimique
(colorants azoiques, anthragquinoniques, triaziniques ...) ou sur la base du domaine

d'application. Pour ce dernier point, elle est liée directement a l'intérét porté par le fabricant

13



Chapitrell Généralité sur les colorants

pour les matieres colorantes. Dans cette éude, nous exposerons les colorants utilisés dans le
textile et I'alimentation [41-42].

1.3.1 Colorants utilisés dansle textile

Nous distingons essentiellement [41] :

v' Les colorants a mordant, qui sont solubles et qui nécessitent un traitement de
mordancage pour pouvoir étre fixés sur les fibres textiles par I’intermédiaires d’ oxydes de
certains métaux (Al, Fe, Co et Cr). Il a éé constaté que le Cr est le métal e plus utilisé et
gue pour ces raisons on les appelle « colorants chromatables ».l1ls forment aussi des
complexes avec les ions métalliques par exemple par I'intermédiaire de groupe hydroxyles

voisins. Un exemple de ce type de colorant est représenté en figure (11.1).

NaSOs3 H

SO:Na

Figurell.l: colorant C.I.mordant bleue 9
v' Lescolorants acides, qui permettent de teindre certaines fibres (polyamides par
exemple) en bain acide. Ils sont constitués de chromophores (responsable de I'effet  de
coloration) et de groupe sulfonates qui permettent leur solubilisation dans I'eau .Cette
classe de colorants est importante pour les nuances. Lafigure (11.2) illustre  un exemple
de ce colorant.

OH SO;Na

Na0;s—<( /_\)I\\)—'\T:-\. C \‘\>

AN Vv 1 - A\ A
~— —
/\(\I\ ( \.\\
N\ SN
N
SO;Na

Figurell.2: colorant C.I. Acid red 27
v' Lescolorants directs (ou substantifs), qui sont solubles dans I'eau et qui présentent une
grande affinité pour les fibres cellulosiques. Cette affinité est due a leur forme linéaire et
a la coplanarité des noyaux aromatiques. Ainsi, le rouge Congo est capable de teindre
directement le coton sans la participation d’aucun mordant. En outre, Ils permettent
d'obtenir une grande variété de coloris et sont d'une application facile. Ils présentent

néanmoins, une faible solidité au mouillé. Un exemple de structure est donné en Figure

(11.3).
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H;CC OCH; OH NH,
SO;Na
oo 00
SO;Na

Figurell.3: colorant CI direct Bleue 1

v Lescolorants cationiques (ou basiques), qui sont caractérisés par une grande vivacité des
teintes. Cependant ils résistent mal a l'action de la lumiére et de ce fait, ils ne peuvent pas
étre utilisés pour la teinture des fibres naturelles. On note qu'avec les fibres synthétiques,
par exemple, les fibres acryliques, ils donnent des coloris tres solides. (Un modéle de

structure est représenté dans lafigure (11.4).

Figurell.4: Colorant Cl Basic green 4

v Les colorants azoiques insolubles, qui sont générés a partir des réactions de diazotation-
copulation. Ils permettent dobtenir, sur fibres cellulosiques des nuances vives et

résistantes. Un exemple est représenté en figure (11.5).

HO
3b— CO—HN :Ngg_\
CH3

Figurell.5: Colorant Cl Disperse Yellow 3

Les pigments sont des molécules insolubles dans I'eau, trés utilisés dans la coloration des
peintures et des matiéres plastiques. Cependant, ils ne présentent aucune affinité pour les
fibres textiles. Etant donné cette caractéristique, les pigments nécessitent un liant pour
pouvoir étre fixés a la surface des fibres. On les trouve généralement soit, sous forme de
produits minéraux (oxydes, sulfures, blanc de zinc) soit, sous forme de produits organiques.

Un exemple de pigment synthétique est montré dans la figure (11.6).
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Figurell.6 : Pigment synthétique
|.3.2. Colorants utilisés dans I'alimentation

Etant donné I'emploi massif de colorants dans |'alimentation (particulierement les azoiques) et
devant les risques de toxicité qu'ils peuvent engendrer chez I'étre humain, les pouvoirs publics
se sont attachés alégiférer leur utilisation et ales classifier. Ainsi, depuis longtemps, un effort
a éé consentis dans le but déablir une classification des différents colorants. La plus
ancienne est la C.X-Rose Colour Index de 1924; est apparue ensuite celle de shiltz en 1931 et
enfin celle de la D.F.G en 1957. Actuellement, les pays de la communauté européenne ont
intégré les colorants dans la classification générale des additifs. Ils sont numérotés del00
al99 et sont précédés des deux lettres CE (par exemple CE.100 a 199). Cependant, cette
classification ne tient compte que des colorants utilisés actuellement ou depuis peu de temps.
Leur utilisation touche des domainestels que [42] :

- Laconfiserie pour les bonbons, dragées, pates de fruits.

Laliquorie telles que les liqueurs vertes, mauves, roses, etc....

La pétisserie tant pour les gateaux et les tartes que pour les biscuits secs.

e Lasiroperie et lalimonaderie.

e Lafromagerie, le beurre et lamargarine (coloration en jaune).

o Lesfigures(l1.7) et (11.8) représentent les structures chimiques de deux variétés du
colorant

e jaune (structure azoique) utilise dans les beurres et |les margarines.

ISNELS
L =2

Figurell.7 : Structure chimique du Jaune AB
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Figurell.8: Structure chimique du Jaune OB
|.4 Utilisation des colorants

L’industrie des colorants constitue un marché économique considérable car de nombreux produits
industriels peuvent étre colorés, principalement :
v Pigments (industrie des matiéres plastiques) ;

Encre, papier (imprimerie) ;

Colorants alimentaires (industrie agro-alimentaire) ;

Pigments des peintures, matériaux de construction, céramiques (industrie du batiment);
Colorants capillaires (industrie des cosmétiques) ;

Colorants et conservateurs (industrie pharmaceutique)

Carburants et huiles (industrie automobile etc.,...) ;

A N N N N RN

Colorants textiles a usage vestimentaire, de décoration, du batiment, du transport,

colorants textiles a usage médical etc [43] .
|.5 Toxicité des colorants

|.5.1 Toxicitépar lesrgetsindustriels

Les rgjets d'effluents des industries textiles, chargés en colorants, dans les rivieres, peuvent
nuire considérablement aux espéces animales, végétales ainsi qu'aux divers microorganismes
vivant dans ces eaux. Cette toxicité, donc, pourrait étre liée a la diminution de |'oxygéne
dissout dans ces milieux. Par ailleurs, Leur tres faible biodégradabilité, due a leur poids
moléculaire élevé et a leurs structures complexes, confére a ces COmposés un caractére
toxique pouvant étre élevé ou faible. De ce fait, ils peuvent persister longtemps dans ce
milieu, engendrant ainsi des perturbations importantes dans les différents mécanismes naturels
existant dans la flore (pouvoir d’ auto épuration des cours d’eau, inhibition de la croissance
des végétaux aguatiques...) et dans la faune (destruction d une catégorie de poissons, de
microorganismes...). Dans ces conditions la dose |étale (DL50) reste le meilleur paramétre
pour évaluer les effets toxiques causés par ces déversements. Ainsi, une DL50 signifie la mort
de 50% des espéces animal es testées en expérimentation [43].

Le colorant "noir de I'uxanthol G" est trés nocif pour les jeunes guppies a la concentration de
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5mg/l [39-41].

v' La fuchsine inhibe la croissance des algues et des petits crustacés pour des
concentrations minimales de Img/l et 20mg/| respectivement [43-45].

v Le bleu de méthyléne est toxique pour les algues et les petits crustacés a partir des
concentrations de 0,1 mg/l et 2 mg/l respectivement [43-45].

v' Lebleu de victoria, le violet de méthyle, le noir anthracite BT et le vert diamant sont
trés toxiques pour lafaune et laflore a partir de concentrations de 1mg/l [45].

v’ Les colorants cationiques (ou basiques) sont généralement tres toxiques et résistent a
toute oxydation. En effet, d'autres éudes ont montré que le colorant cationique
(sandocryl orange) est tres toxigue pour les micro-organismes [43-46].

Donc, le traitement des effluents chargés en colorants savére indispensable pour la
sauvegarde de |'environnement.

|.5.2 Toxicité par lescolorantsalimentaires

L’emploi des colorants dans I’industrie alimentaire, particulierement les synthétiques, se pose
depuis plus d'un siecle. L' histoire a montré que |’usage de ces produits répondait a des
considérations socio-psychologiques (I"homme a cherché toujours a se vétir et a se nourrir
selon ses godts) et économiques. Pour ce dernier point, il faut signaler que le profit qui est
pratiquement |'unique objectif du producteur, a pousse ce dernier a intégrer plusieurs
colorants dans les divers procédés de fabrication des aliments. Ceci a engendré des problémes
de santé a I'ére I'humain, a cause de la toxicité de ces composes. Les exemples qui vont étre
citésillustrent bien cefait [42] :

L'erythrosine est un colorant utilise abondamment pour colorer les confiseries de toutes
sortes. CLEMENT a montré que ce composé a provoqué des cas importants d'allergie chez les
personnes sensibles et chez celles qui en font un large produit de consommation (les enfants
par exemple).

Le Jaune AB et le Jaune OB utilisés dans la coloration du beurre et de la margarine sont

assez toxiques. Ils se manifestent par certains symptémestels que :

e Irritation du tube digestif.

e Diminution de la croissance.

e Augmentation du poids desreins et du foie.

Les colorants cationiques qui peuvent également exercer des actions néfastes sur I'organisme
humain :

v Le bleu de méthyléne peut entrainer des cas d'anémie aprés une absorption prolongée.
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v' Les dérivés du triphénylméthane provoquent I'eczéma et des troubles gastriques

(diarrhées).

|.6. Méthodes du traitement les effluentstextiles

Au cours des différentes éapes de teintures, des quantités plus ou moins importantes de
colorants sont perdues par manque d'affinité avec les surfaces a teindre ou a colorer (tableau
11.2). Ces rejets organiques sont toxiques et nécessitent une technique de dépollution adaptée.
Le traitement des rejets textiles, compte tenu de leur hétérogénéité de composition, conduira
toujours a la conception d'une chaine de traitement assurant I'éimination des différents
polluants par étapes successives. La premiere étape consiste a éliminer la pollution insoluble
par I'intermédiaire de prétraitements (dégrillage, dessablage, déshuilage..) et/ou de traitements
physiques ou physico-chimiques assurant une séparation solide - liquide.

Les techniques de dépollution intervenant le plus couramment en deuxiéme étape dans les
industries textiles d'aprés Barclay et Buckley [47], kurbus et al. [48] se divisent en trois types:
(physique, chimigue et biologique).

|.6.1 Méhodes physiques de traitement

a) Filtration sur membrane

La filtration sur membrane pilotée par pression hydraulique se décline en microfiltration,
ultrafiltration, nanofiltration et osmose inverse. L’effluent passe a travers une membrane
semi- perméable qui retient en amont les contaminants de taille supérieure au diametre des
pores, pour produire un permeéat purifié et un concentré qui recoit les impuretés organiques.
Parmi les quatre types de procédeés, la nanofiltration et I'osmose inverse sont les plus adaptés a
la réduction partielle de la couleur et des petites molécules organiques, mais I’ osmose inverse
reste la plus répandue [49].

Ces procédeés limités dans leurs applications, nécessitent des investissements importants en
capitaux et le retraitement du concentré est jusqu'a six fois plus cher que celui de I'effluent
originel [50].

b) Adsorption sur charbon actif (ou sur un autre adsorbant) :

Lors de |'adsorption, le polluant est transféré de la phase liquide vers la phase solide.
Le charbon activeé est |'adsorbant |e plus communément utilisé pour la réduction de la coul eur,
mais il reste tres onéreux et nécessite en plus une régénération. C'est dans ce contexte
que I’ont intéressé a la valorisation d’'un rejet de I’industrie aimentaire, qui est le grignon

d’olive pour I’ utiliser comme adsorbant pour la décoloration des rejets de I'industrie textile.
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D’ autres recherches ont opté pour valoriser ou utiliser d autres matiéres naturelles (sciure,

écorce et farine de bois) moins onéreuses pour |’ extraction des colorants par adsorption [51].

1.6.2. M éthodes physico- chimiques de traitement destextiles
v' Coagulation — floculation

Sous le terme de coagul ation-floculation, on entend tous les processus physicochimiques par
lesquels des particules colloidales ou des solides en fine suspension sont transformeés par des
floculants chimiques en espéces plus visibles et séparables (les flocs). Les flocs formés sont
ensuite séparés par décantation et filtration puis évacués. Les coagulants inorganiques tels que
['alun donnent les résultats les plus satisfaisants pour la décoloration des effluents textiles
contenant des colorants dispersés, de cuve et au soufre, mais sont totalement inefficaces pour
les colorants réactifs, azoiques, acides et basiques [47,52]. Par ailleurs, la coagulation -
floculation ne peut étre utiliste pour les colorants fortement solubles dans |’ eau.
D'importantes quantités de boue sont formées avec ce procédé : leur régénération ou

réutilisation reste la seule issue mais demande des investi ssements supplémentaires.

[.6.3. M éthodes chimiques de traitement destextiles

Les techniques d'oxydation chimique sont généralement appliquées pour le traitement des
COMpPOSEs organiques dangereux présents en faibles concentrations, en prétraitement avant des
procédés biologiques, le traitement d'eaux usées chargées de constituants résistant aux
méthodes de biodégradation et en post-traitement pour réduire la toxicité aguatique [53].

Les deux réactifs les plus souvent enumeérés pour ce type de traitement sont H202 et le Chlore.
Le peroxyde d'hydrogene est un oxydant fort et son application pour le traitement des
polluants organiques et inorganiques sont bien établis [53]. Mais I'oxydation seule par H202
n'est pas suffisamment efficace pour de fortes concentrations en colorant. Hamada et al [54].
ont proposé de traiter les colorants azoiques par I’ hypochlorite de sodium mais, méme s la
molécule initiale est détruite, les halogenes sont susceptibles de former des trihalométhanes

cancérigenes pour I’homme avec les sous-produits de dégradation.

|.6.4. M éhodes biologiques de traitement
Par épuration biologique des eaux, on entend la décomposition des polluants organiques dans
I’ eau par les microorganismes. Les procédés biologiques se partagent en deux catégories : les

traitements aérobies en présence d'oxygene et anaérobies sans oxygene.
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a) Traitement aérobie

Les polluants sont décomposés dans une unité biologique constituée d’'un bassin de boue
activée par des bactéries aérobies et autres microorganismes en une boue qui sédimente. Dans
le cas idéal, les polluants organiques sont oxydeés jusqu'au dioxyde de carbone. Apres
épuration la boue est séparée des eaux usees par sédimentation dans un décanteur ; une partie

est recyclée et le surplus est évacué apres pressage ou centrifugation.

b) Traitement anaérobie

A linverse de la biodégradation aérobie, la digestion anaérobie des composés organiques
seffectue en I'absence d'oxygene et forme du dioxyde de carbone, du méthane et de I'eaw.
C'est un procédé efficace pour le traitement de déchets tres chargés en matiéres organiques et
le méthane formeé peut étre utilisé comme énergie de chauffage. Les conditions de réduction
dans la digestion anaérobie sont adaptées a la décoloration des col orants azoiques par clivage
de la liaison azo entrainant une destruction subséquente du groupe chromophore, mais une
minéralisation compléte est impossible dans ce type de procédé La dégradation des molécules
initiales entraine souvent la formation d'amines plus toxiques que la molécule initiale, qui
finissent dans les sédiments aquiferes peu profonds et les eaux souterraines.

Les méthodes de bio-traitement conventionnelles sont sans effet sur la plupart des colorants
synthétiques a cause de leur structure polyaromatique complexe et leur nature réfractaire.
Venceslau et al. (1994) ont estimeé a seulement 10-20 % la réduction de la coloration par les

procédés biologiques [55].

|.7 Propriétésdes colorants éudiés
|.7.1 Bleu de méthylene

Le colorant de bleu de méthyléne a été employé pour déterminer la surface spécifique des
minéraux argileux pendant plusieurs décennies. La formule chimique est Cy6H13CIN3S, avec
un poids moléculaire correspondant a 373,91 g/mol. La figure (1.14. @ montre qu’a |'éat
agueux, le bleu de méthylene est un colorant cationique, C16H18CIN3S. La molécule de bleu
de méthyléne peut étre considérée comme un volume prismatique de dimensions 17,0 A x 7,6
A x 3,25 A. La surface projetée de la molécule, ¢’ est-a-dire lorsque la molécule de Bleu de
méthyléne se trouve & plat sur sa plus grande face (Figure 1.14. b) adonné 135 A% | 132 A 2,
et 130 A% .En généra, on admet que la surface couverte par une molécule de bleu de
méthyléne (ABM) est 130 A?[56].
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Figurell.9: Molécule de bleu de méthylene; a) Structure chimique b) Volume rectangulaire

Tableau |.1: les caractéristiques physico-chimiques du bleu de méthylene

Nom

Famille

Formule brute
Appellatione chimique
Température de fusion
Masse molaire (g/mol)
Amax

Forme physique

pKa

Solubilité 420°C

Structure

|.7.2 Rouge Congo

Bleu de méthylene (BM)
Colorants basique
Ci6H18N3SCl
3,7-bis-(dimethylamino) phenazathionium
180 °C
320 g/moal
660nm
Poudre verte
2.6 , 11.2

509/l et 0,14moal/l

Le rouge Congo est un colorant qui fait partie de la catégorie des polyazoiques parce qu'il

possede deux chromophores (région de la molécule qui est principalement responsable de la

teinte) de type azoique, c'est-a-dire formés chacun de deux atomes d'azote doublement liés, et

diversement substitués [57]. L' ensemble des propriétés est récapitule dansle tableau (11.2)
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Tableau |.2 : Caractéristique chimigque du Rouge Congo [58]

Nom Rouge Congo (RC)
Famille Azoique
Formule brute Ca2H22NeN&O6S,
Appellation chimique Acide benzidinediazo-bis-1-naphtylamine-4-sulfonique
Masse molaire 696.66 g/mol
Dimensions (A") 17.5x 5.0x2.8
Amax 498 nm
Solibilite dans |’ eau 259/l a 20°C
PKa 4
Température de fusion > 360°C
Structure

O " Na™*

|.7.3 M éhyle orange (M eO)

Le méthyle orange (MO) appelé aussi hélianthine appartient ala famille des colorants
azoiques car il contient le groupe azoique -N=N-. C'est un indicateur coloré, utilisé dans les
dosages acide-base. Il est rose-rouge en milieu acide et jaune-orange en milieu basique. Il aun
pKavoisin de 3,4[59, 60]

L es propriétés physico-chimiques du méthyle orange sont regroupées dans le tableau 11.3.

23



Chapitrell Généralité sur les colorants

Tableau 1. 3 : Propriétés physico-chimiques du méthyle orange [61]

Nom Méthyle Orange

Famille Colorants acide

Formule brute Ci14H14N3NaOsS
Structure

Masse moléculaire (g.mol ™) 327.34
pKa 3.7
solubilité 5.2 gl" dansI’eau & 20°C

1.0g.I"* dans éthanol & 20°C
Amax 466nm

Couleur Rouge orange a pH< 3.2 et jaune a pH>4.4

Fonction Sulfonate de sodium (SO3;Na). Groupement Azo

(N=N) et aminetertiaire

|.8 La méthode d'analyse des polluants

La détermination de la concentration des colorants a différents temps de dégradation
est effectuée par dosage spectrophotométrique dans le domaine du visible, Le spectrométre
utilisé est du type (JENWAY 7305). Les longueurs d'onde du Maximum d'absorption qui
sont 660, 498 et 466 nm respectivement pour le bleu de méthylene ,le Rouge Congo et le
meéthyle orange.
|.8.1. Spectroscopie UV-Visible
La spectroscopie ou spectrométrie ultra-violet est une technique mettant en jeu les photons
dont lalongueur d’ onde sont le domaine des UV (200-400nm), du visible et jusqu’ au proche
infrarouge (750-1400nm). Un spectrométre mesure la lumiere absorbée par une solution
(échantillon) a une longueur d' onde donnée [62].
1.8.1.1Principe de fonctionnement du spectr ophotomeétre

Dans une molécule, les transitions éectroniques UV-visibles mettent en jeu les
énergies les plus importantes de la chimie (environ de 13000 & 50000 cm™ soit 160 & 665
kJ:mol™). L’ ordre de grandeur des énergies mises en jeu est celui des énergies de liaison des
molécules et ces rayonnements peuvent parfois provoguer des ruptures de liaisons. Plus
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géné&ralement, ils provogquent des transitions électroniques entre les différents niveaux

d énergie des molécules [63].
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Figurell.10 : Schéma de fonctionnement du spectrometre UV-Visible [62].

» Laloi de Beer Lambert
Lorsqu’un faisceau de rayonnement monochromatique incident d’intensité I, traverse une
substance colorée, une absorption d énergie a lieu de sorte que I’ intensité du faisceau incident

emergent | est plusfaible (figurell.11).

Figurell.11: Laloi de Beer Lambert.

Cette absorption monochromatique suit la loi de Beer Lambert qui S exprime comme sulit:

A =log™ = &Cl (I1.1)

Avec:

A : absorbance;;

| : intensité du faisceau émergent (A) ;

lo : intensité du faisceau incident (A) ;

&: Coefficient d’extinction (mol™ .cm ™.I).

C : concentration massique du composeé dosé (g/l) ;

| : épaisseur delacuve (cm) [64].
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[.1 Introduction

vit dans un environnement peuplé d'un grand nombre de microorganismes qui sont
présents dans |'air, dans le sol, dans les eaux douces, dans les eaux marines, a la surface de la
peau et les muqueuses ains qu'au niveau du tube digestif, de I'arbre respiratoire et de
I'appareil urinaire. Ces microorganismes sont constitués par les bactéries, les virus, les
champignons et les parasites. Ils sont soit des hotes naturels de I'nomme et donc saprophytes

(flore digestive par exemple), soit ils déterminent une infection et donc pathogenes.

Le monde bactérien est trés vaste et |es bactéries peuplent notre environnement. Elles assurent
alasurface du globe, sur le sol et dans les eaux d'innombrables fonctions; elles exercent des
actions bénéfiques (ex: bactéries fertilisantes du sol), mais d'autres peuvent provoquer des

infections chez les plantes, les animaux et également chez I'hnomme [65].

|.2 Définition de microor ganismes

Les microorganismes sont définis historiquement comme des organismes vivants trop
petits pour étre distingués al'oeil nu et généralement formés d'une seule cellule. Ce terme est

donc utilisé pour désigner des organismes unicellulaires ou constitués d’ un nombre limité de

; 3::;% :

cellules (figure I11.1).

iy

‘y‘r'!nr’

-

Bactérie Champignon Protozoaire Protophyte
Salmonella Candida Trypanosoma Pediastrim
Enteriditis albicans brucei albicans

Figurelll.l: Différentes classes de microorganismes [66]

.3 Morphologie et Structurefine des bactéries

Durant de longues années, la bactérie a été considérée comme "un sac d'enzymes’ car
le pouvoir de résolution du microscope optique était insuffisant pour révéler les détails de
structure. L'observation des bactéries, alors, permet seulement de reconnaitre la forme des
cellules (sphérique ou coccoide, cylindrique ou bétonnet, spiralée ou hélicoidae), leurs
dimensions (qui varient selon les especes de 0.1pum a 600um; les Entérobactéries 2 a 3 um de

long, certaines Spirochaeta entre 30 et 500 pum) et les arrangements ou les groupements

26



Chapitre 1l Bactéries et Biodégradation

gu'elles constituent entres elles (en grappe, en chainette, en paire ou diplocoque, en palissade
ou paquet d'épingles chez les Corynébactéries...). Ce sont les caractéristiques qui définissent
la morphologie bactérienne, et qui étaient les criteres essentiels de reconnaissance et
d'identification, et qui ont un réle trésimportant dans le diagnostic [67, 68].

Les caracteres morphologiques sont une stratégie d'adaptation et de survie; dans
I'environnement aquatique ou tellurique il existe des bactéries qui sont amorphes, ovoides,
cubiques, étoilées, filamenteuses; elles peuvent étre groupées en amas, en paires, et aussi en

rosettes en réseau, en cubes, en corps fructifiants [67].

Figurelll.2 : Organisation générale d’ une bactérie [69]

|.4 Lesdifférentstypesde bactéries
Les bactéries se divisent en deux groupes majeurs: bactéries a gram positif, bactéries a gram
négatif.

Gram + Gram -

Figurelll.3: Laparoi bactérienne
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|.4.1 bactériesa gram négatif

1.4.1.1 Genre Escherichia

Ce genre comprend 5 espéces, mais E.coli est la plus importante. Cette espéce est subdivisée
en serotypes sur |a base des antigenes présents [67].

a) Habitat : C'est I'espece dominante de la flore aérobie du tube digestif. Eschirichia coli ou
colibacille est habituellement une bactérie commensale. Elle peut devenir pathogene s les
défenses de I'héte se trouvent affaiblies ou si elle acquiert des facteurs de virulence

particuliers[70] .

Figurelll.4 : Escherichia Coli en division
b) Classification
Domaine: Eubacteria.

Phylum: proteobacteria.
Classe: Gammaproteobacteria.
Ordre: Enterobacterieles.

Famille: Enterobacteriaceae.

Genre: Escherichia
Espece: Escherichiacali.
c) Caractéres principaux : Bacille, Gram négatif, mobile (a ciliature péritriche) aéro-
anaérobie facultatif, température optimal: 37°C[69-72]
d) Pouvoir pathogene
v Infection urinaire: plus fréquente chez la femme en raison de la brieveté, chez
I'hnomme I'infection est généralement secondaire a un obstacle sur les voies urinaires.
v Infection intestinale: responsable de gastro-entérites.
v Infection néonatale: peut se traduire par une méningite ou une septicémie.
v Infection diverses: Escherichiacoli est impliqué dans de nombreuses infection a point
de départ digestif ou urinaire: suppurations localisées ou septicémies, il peut sagir

d'infections communautaires ou nosocomial es.
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€) Sensibilité aux antibiotiques

La bactérie était initialement sensible a beaucoup dantibiotiques, mais I'acquisition de
résistances est fréguente, surtout en milieu hospitalier [70].

Cependant |a résistance aux amino et aux carboxipénicillines par production de pénicillinase
défasse 40 des souches, une partie de ces souches résistent a |'association amoxicilline-acide
clavulainique pour les autres antibiotiques, les fréquences de résistance, sont faible a
I'exception des sulfamides (50%), et tétracyclines (40%) et du chloromphimcol (25%) [73].
|.4.2 bactériesa gram positif

1.4.2.1 Genre Staphylococcus

Les staphylocoques sont des bactéries sphériques, qui se divisent sur plusieurs plans pour
former des amas réguliers ou irréguliers en grappe de raisin, d'ou leur nom (en grec
staphylos), ils sont immobiles et cultivent sur des milieux contenant 5% de Na Cl et pour
certainsjusgu'a 10 et méme 15%. Ils sont aérobies ou anagérobies facultatifs [67].

a)Habitat : C'est un germe ubiquitaire, retrouvé dans le sol, |'air. C'est un commensal de la
peau et des mugueuses de I'nomme.

On letrouve al'éat normal dans |'oropharynx, les fosses nasales, dans les selles, au niveau du
périnée ou des aisselleg[ 73].

Figurelll.5 : Staphylococcus aureus
b) Classification
Domaine: Bacteria
Phylum: Firmicutes.
Classe: Bacilli.
Ordre: Becillales.
Famille: Staphylococcaceas.

Genre: Staphylococcus.

Espece: Staphylococcus aureus| 72]
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c)Caractéres principaux : Cocci a gram positif, immobile, pigmenté a jaune, non sporulé,
grouper en amas (grappes de raisin), G+C%: 30-39%, température optima a 37°C, pH
optimal: 7.2-7.4, NaCl: 7.5%, Anaérobie facultatif [70-73].
d) Pouvoir pathogene
Les manifestations pathol ogiques dues a staphylococcus aureus sont tres nombreuses,elles
sont suppurations, nécrotiques ou entériques :
v Les suppurations |ocalisées,
v Les septicémies et les endocardites,
v' Les manifestations digestives,
v Le syndrome de choc toxique [72]
€) Sensibilité aux antibiotiques
Les souches communautaires sont généralement résistantes aux peénicillines G et A,
mais sensibles aux pénicillines M. Elles sont souvent sensibles aux macrolides, aux
synergistines, aux fluoroquinolones [72]. Les Staphylococcus aureus développe rapidement
des résistances aux antibiotiques et les souches hospitaliéres ne sont souvent sensibles qu'aux
glycopeptides[72].
[.5 Nutrition et croissance microbienne
Les micro-organismes se développent et se divisent pour donner naissance a des
bactéries filles qui héritent de la celluleemére du méme potentiel d activité. La croissance
microbienne N’ est possible que dans le cas ou les micro-organismes peuvent satisfaire leur
besoins nutritifs dans leur environnement.
[.5.1 Nutrition des micro-organismes
Leurs exigences nutritives aussi variées que la nature des habitats ou ils vivent : sol, eau. Les
substances élémentaires sont les matériaux congtitutifs de la cellule. Les substances
energetiques permettent a la cellule de réaliser la synthese de ses propres constituants. Il
existe donc un certain nombre de contraintes nutritionnelles pour permettre un optimum de
Ccroissance des microorganismes.
v Les aliments constitutifs pour leurs constituants cellulaires: eau. C, H, N. O, S. P, tc.
v Les sources dénergies. lumiére ou substances chimiques (organiques et/ou
inorganiques)
v' Les nutriments spécifiques, appel és facteurs de croissance car ce sont des substances
indispensables, les micro-organismes éant incapables de les synthétiser eux-mémes.Aing,

gréace aux aliments qu'on lui fournit et qu elle dégrade, la bactérie synthétise ses propres

30



Chapitre [11

Bactéries et Biodégradation

constituants organiques. L’ensemble des échanges chimiques qui se produisent alors au

niveau cellulaire constitue le métabolisme. Les multiples réactions assurant la dégradation

d’ un substrat libérent simultanément de I’ énergie qui servira a la biosynthése, a la croissance

et a la reproduction. Les aiments constitutifs des microorganismes sont présentés dans le
tableau (111.1) suivant.

Tableau I11.1: Les aiments constitutifs des micro-organismes.

Constituant

Eau

Carbone

Azote

Posphore

Soufre

Na K, Mg, Cl
Fe, Mg,..

Ca, Mg, Mn Cu,..

Roéle

75% du poids cellulaire

Si teneur < 50% dével oppements limité

45-50% du poids sec cellulaire

Micro-organisme autotrophes : capables de synthétiser leurs
constituants organiques a partir de CO, ou de bicarbonates
Micro-organismes hétérotrophes : besoin de substances organiques
pour se développer (lamajorité des bactéries)

5-10% du poids sec cellulaire.

Quel ques bactéries fixatrices d azote (N,) Rizobium sp, Azotobacter sp
Azote utilisé sous laforme de nitrates nitrites (Nitrobacter sp) ou
ammonium , mais principalement, utilisation de |’ azote sous forme
organique(R-NH>)

3% du poids sec cellulaire

Constituant des acides nucléiques (ADN..), phospholipides et des

substances énergétiques telles que ATP.

1-2% du poids sec cellulaire

Constituant des acides aminés des protéines (cystéine et méthionine,
S.sous forme de groupements thiols-SH).Assimilation sous laforme de
sulfures (S%)

Rdle dans |’ équilibre physico-chimigue des cellules.

Constituants de certains enzymes et coenzymes (cytochromes,

chlorophylles..)

Oligo-éléments indispensabl es sous ferme de traces comme cofacteur

ou activateur d’ enzymes
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[.5.2 Croissance des micro-organismes

La croissance est définie comme |’ accroissement ordonné de tous les composants d’ un
organisme. Dans | e cas de micro-organismes unicellulaires tels que les bactéries et les levures,
le phénomene de croissance se caractérise par une augmentation du nombre d'individus,
entrainant progressivement une modification des caractéristiques du milieu de culture
(appauvrissement en nutriments. Enrichissement en métabolites. variation du pH, du potentiel
d’ oxydo-réduction ou de la conductivité).
Sans renouvellement du milieu, on assiste a un appauvrissement du substrat consommable et a
un enrichissement en métabolites (produits intermeédiaires ou finals du métabolisme). Dans un
milieu liquide homogene, agité et non renouvelé, la courbe de croissance microbienne

présente six phases successives.

)

LA temps
H H ,__ p

Figurelll.6 : Courbe typique dela croissance d’ une culture bactérienne

v' La phase 1 correspond a une phase de latence durant laquelle les micro-organismes
S adaptent au milieu de culture en synthétisant |es enzymes dont ils auront besoin pour
coloniser ce substrat. La durée de cette phase dépend de la nature du substrat et de la
gualité de I’ ensemencement.

v" Durant la phase 2 (de démarrage), le nombre d organismes et la vitesse spécifique
de croissance (ou taux de croissance) augmentent.

v" Phase 3 (exponentielle). Au-dela d’'une certaine concentration en substrat (Loi de
Monod, 1942). Le taux de croissance t demeure constant tandis que le nombre

d’individus continue d’ augmenter. (Phase 3).
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v' Au coursdela phase 4 (de ralentissement), on assiste a un épuisement du substrat et
a une accumulation de métabolites pouvant étre toxiques.
v' La phase 5 (stationnaire) est une phase stationnaire durant laquelle le nombre
d’ organismes nouveaux est en équilibre avec le nombre de cellules mortes.
v Phase 6 est une phase de déclin [74]
|.6. Influence des par amétr es environnementaux sur la croissance
L a croissance microbienne est influencée par les constituants du milieu de culture et
par |es facteurs physico-chimiques (température, pH, oxygene, etc...). Donc la connaissance
de ces facteurs environnementaux pour une levure donnée va permettre de connéitre sa

distribution écologique et de contréler son développement.

|.6.1. Effet delatempérature

La température est un facteur qui affecte profondément Ies micro-organismes, comme
tous les étres vivants. En effet, les micro-organismes sont particuliérement sensibles a la
température parce qu’ils sont unicellulaires et que leur température varie avec celle du milieu
extérieur. 1l est donc important de connaitre les effets de la température sur la croissance du
microorganisme et la thermosensibilité des réactions catal ysees par les enzymes. Aux faibles
températures, |’ activité cellulaire microbienne peut étre totalement bloguée. Par contre, une
élévation de la température va augmenter la vitesse de croissance. En effet, on considéere
généralement qu’'a chaque augmentation de 10°C la vitesse de réaction catalyseée par une
enzyme sera doublée. Alors, le métabolisme cellulaire sera plus actif aux températures plus
élevées et le micro-organisme se développera plus vite. Cependant, au-dela d’ un certain point,
de nouvelles augmentations diminuent la croissance et des températures trop éevées sont
létales, puisqu’ elles endommagent les micro-organismes en dénaturant les enzymes, les
systemes de transport et d’ autres protéines. Les membranes microbiennes sont aussi détruites
par lachaleur [75].
|.5.2. Effet du pH

Le pH est un autre facteur important de la croissance des levures, car il va déterminer
I’ activité métabolique des cellules. La valeur du pH a un effet sur la solubilité des nutriments
et sur la perméabilité de la membrane cellulaire (Martinez et coll., 1999 ; Sanchez et call.,
1997). Les pH alcalins sont, d’une fagon générae, prégudiciables aux micro-organismes, la
limite de leur développement se situant pour des valeurs d’ ordre de 9 & 9.5. On observe pour

les valeurs de pH entre 0 et 8 différents types de comportement liés a |’ aptitude des

33



Chapitre 11 Bactéries et Biodégradation

microorganismes a tolérer et/ou meétaboliser les acides organiques (ou minéraux) présents
dans le milieu. Ainsi, les bactéries, en regle générale, sont neutrophiles, présentant une
meilleure croissance pour les pH voisins de 7 et sont partiellement inhibées a une valeur de
pH inférieure a5[76].
|.5.3. Role del’ oxygéene

L’oxygene est une molécule nécessaire pour la biosynthese de molécules
indispensables pour la cellule tout particulierement celle des acides gras insaturés et des
stérols qui protegent les levures du stress alcoolique [77].
L’ oxygéne est un substrat particulier puisque il est impossible de le dissoudre a I’avance
comme d'autres substrats. Son apport doit donc étre continu tout au long de la culture.
Cependant, lorsgue la concentration levurienne dans le milieu devient importante, le transfert
de I’ oxygene dans le milieu devient limitant, les besoins de la biomasse éant supérieurs aux
flux transférés. La concentration d’ oxygéne dissous dans le milieu de culture a été identifiée
comme |I’un des principaux facteurs controlant la capacité des levures a se développer en
meétabolisme oxydatif [78].

|.7 Biodégradation des composés or ganiques

|.7.1 Définition de la biodégradation

Les composés organiques sont souvent classés comme biodegradables, persistants ou
récalcitrants. Le terme biodégradation signifie tout ssmplement la transformation biologique
d’un composé organique en une autre forme [79]. Ce procédé peut donc convertir un composé
inoffensif en composé toxique, changer une substance immédiatement métabolisable en

substance difficile & détruire, ou atérer latoxicité du compose.

Cependant, lorsqu’on dit qu’un composeé est biodégradable, cela signifie habituellement qu'il
peut ére minéralisé (conversion en dioxyde de carbone, eau et différentes formes
inorganiques). La biodégradation primaire, tant qu’ a elle, est utilisée pour indiquer une simple
transformation alors que le terme de biodégradation partielle signifie n’'importe quelle
transformation entre la biodégradation primaire et la minéraisation [80]. Latransformation la
plus avantageuse serait la dégradation totale du composé toxique accompagnée par sa

conversion en matiéere ayant une valeur commerciale [81].
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[.7.2 M écanismes de dégradation

Les microorganismes peuvent seulement faire les choses pour lesguelles ils ont une «
programmation » génétique. De plus, les microorganismes ne peuvent pas tout faire et
I’ environnement demeure un facteur déterminant dans la réaction pouvant étre effectuée par
un organisme apte alefaire. Par conségquence, il n’ est pas garanti qu’ un compose sera dégrade
dans un environnement particulier. D’ abord, un organisme susceptible de dégrader doit étre
présent; ensuite une opportunité doit exister pour que les enzymes nécessaires soient
synthétisées; enfin, les conditions environnementales doivent étre appropriées pour gue les
réactions enzymatiques s’ effectuent a une vitesse significative [79].

IIs existent deux types de mécanismes ou métabolismes de dégradation : la biodégradation

gratuite (" gratuitous biodegradation " ) et le cométabolisme.

|.7.2.1 Biodégradation gratuite

De facon générale, le composé chimique supporte la croissance et sert comme source
de carbone et d' énergie aux microorganismes [81].
Le succes de ce type de métabolisme dépend entre autre de la capacité du composé a induire
la synthése de I’enzyme requise. On met souvent |I’emphase sur la spécificité des enzymes
comme catalyseurs. Cependant, il n’est pas rare pour les enzymes de se lier a des substrats
contenant des groupements fonctionnels xénobiotiques analogues aux substrats naturels. Cela
dépend du degré de similarité de la structure entre le composé xénobiotique et le substrat
naturel [73]. Si le compose xénobiotique est incapable d’induire I’ enzyme nécessaire, alors la
biodégradation se produira seulement en présence de I'inducteur naturel. Cela peut
sevérement limiter les applications de la capacité enzymatique.
Pour que les microorganismes d'une seule espece effectuent continuellement la dégradation
gratuite du composé organique en tant que seule source de carbone et d énergie, ils doivent
étre absolument en mesure de soutirer cette énergie. S'ils en sont incapables, ils ne pourront
pas maintenir leur intégrité cellulaire causant ainsi la mort éventuelle de la culture. Dans cette
situation, la seule fagon pour gque les microorganismes puissent dégrader constamment le
compose xénobiotique est I'utilisation d une source additionnelle de carbone goutée au

milieu ou I’ action de d’ autres organismes dans une communauté mixte [79].
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|.7.2.2 Cométabolisme

Le cométabolisme est défini comme la transformation d'un substrat ne servant pas a la
division cellulaire en présence obligatoire d’ un substrat de croissance ou d’un autre composé
assimilable [83].Cet aspect de présence obligatoire d’un substrat pour la croissance a été
gjouté par Dalton et Stirling (1982) pour faire une distinction entre le cométabolisme et la
biodégration gratuite. Bref, le composé chimique, bien que métabolisé ne sert pas de source
de nutriments pour les microorganismes. McClure [81] suggere que la présence d’ un substrat
facilement assimilable peut permettre a un organisme de dégrader un composeé récalcitrant en
fournissant I’ énergie ou en réduisant I’ activité enzymatique nécessaire

|.7.3 Lesfacteursdela biodégradation

Le caractére biodégradable d'un matériau solide organique ou d une molécule organique
dépend d’ un certain nombre de facteurs externes et de parameétres caractéristiques intrinseques
au matériau. Ainsi, en 1992, un rapport de I’ association Record (Association RECORD, 1992)
proposait une sé&rie de quatre grandes causes pour expliquer le caractere récalcitrant de
certaines mol écules a la biodégradation.

Globalement les deux premieres causes rejoignent ce qu'on a désigné précédemment par
“parameétre intrinseque’, les deux dernieres par le terme “facteur externe”. Plus que de
rechercher |a biodégradabilité d’un matériau, beaucoup d études s efforcent de mettre en
avant les critéres qui empéchent une molécule, un matériau, de se dégrader sous I’ action de
microorganismes dans un délai donné.

1.7.3.1 Causes chimiques

a) Poids moléculaire, structure, charge : les composés a faible masse moléculaire et/ou a
structure chimique linéaire sont plus facilement biodégradables. De méme I’ adhésion des
microorganismes peut étre favorisée par |’ existence de forces de type Van der Waals et les
interactions électrostatiques.

b) Nature, nombre et position des substituants : Le tableau 111.2 donne quel ques exemples
de substituant influengant favorablement ou non la biodégradabilité de la molécule.
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Tableau I11.2 : Substituant influencant la biodégradabilité des substrats organiques.

Substituants favorisant |a dégradation Substituants genant |a dégradation
OH F
COOH Cl
NH, NO>
OCHs; CF3
SOsH

|.7.3.2 Causes physico-chimiques

v Solubilité,

v Aptitude aformer ou non des émulsions.

v’ Etat physique inadapté (solide, liquide, gazeux).

v Aptitude a s adsorber sur des surfaces.

v Aptitude aformer des liaisons ioniques ou covalentes avec |es supports.
D’'une maniére générale. Toutes les caractéristiques physico-chimiques qui tendent
a augmenter la disponibilité et la surface de contact entre le substrat et les microorganismes
facilitent la Biodégradation dudit substrat. Par exemple un corps soluble sera plus facilement
mis a disposition de micro-organismes présents dans I’ environnement agqueux.
1.7.3.3 Causes environnementales
a) Concentration trop faible, trop grande ou trop variable
En effet s le substrat & dégrader n’est présent qu’en tres petite quantité. Sa disponibilité
aupres des micro-organismes sera limitée. A I'opposé, Sil est surabondant, la faune
bactérienne ne pourra plus répondre efficacement, la syntrophie nécessaire au bon
fonctionnement des processus de dégradation, abordée dans le paragraphe précédent sera
brisée.
b) pH : le pH optimal pour les champignons est compris entre 3 et 6. En revanche la plupart
des bactéries se développent a un pH proche de la neutraité. Ainsi, par exemple. L’ activité
acétogene est optimale pour des valeurs de pH 7 a 7,4 [80]. Seules les bactéries acidogenes
supportent des pH inférieurs a6 et s adaptent facilement ades pH de I’ ordre de 4 [85].
c) Température : on peut distinguer quatre classes d’ organisme selon leur tolérance a une
certaine plage de température. Les psychrophiles dont la température optimale est inférieure a
1°C. psychrotrophes entre 5 et 15°C. Les inésophiles entre 20 et 40°C et les thermophiles puis

thermophiles extrémes au-dela de 60°C.
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Tableau 111.3 : Classification physiologique des bactéries en fonction de latempérature.

Température decroissance

Type physiologique
Minimale Maximale
Psychropile 0 20
M ésophile >20 <40
Thermophile modéré facultatif >41 >55
Thermophile modéré obligatoire >55 75
Thermophile extréme >60 >80
(hypentermopiles) ( “optimum>80)

Selon Hartz et al. (1982). la température mésophile optimale pour la dégradation des ordures
ménageéres est comprise entre 35 et 41°C. La méthanogéne et plus généralement la croissance
anagrobie est relativement lente a une température inférieure a 20°C. La température est donc
un facteur important a surveiller lors de la dégradation de la matiere organique, mais il
convient de noter que I’ évolution de la température peut étre aussi une conséquence de cette

activité microbienne.

d) activité de I'eau: toutes les bactéries ont besoin deau pour leur croissance et leur
reproduction. La disponibilité de I’eau est un facteur important de la croissance bactérienne.

Par définition, |’ eau distillée pure a une activité en eau (Aw) de 1,0.

Le paramétre A est un indicateur de la quantité d’eau qui est disponible pour les réactions.
Elle est équivalente a la notion d humidité relative dans I'atmosphere. Des phénomeénes
d’ adsorption ou de solubilisation peuvent réduire la disponibilité de I’eau et donc Aw. Par
exemple, une solution saturée de NaCl a une activité en eau de 0,8. L’ eau de mer de 0,98. La
plupart des bactéries ont besoin d’une activité en eau supérieure a 0,9 pour leur métabolisme
[70]. Un développement microbien n’est possible que dans des milieux ayant des activités en

eau comprises entre 0,6 et 0,99 environ [86].

€) Potentid rédox : selon le potentiel oxydant ou réducteur du milieu étudié, certaines
réactions pourront se réaliser ou, au contraire, seront impossibles. Cela joue donc également
un réle important dans la biodégradation de la matiere organique. Mais, comme pour la

température, il faut noter que I’ activité microbienne peut faire varier ce potentiel. Ainsi, une
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croissance extensive de bactéries hétérotrophes utilisant I’ oxygene disponible fait baisser le

potentiel redox du milieu de maniére significative [74].

f) Nutriments : certains composés comme le calcium, le magnésium, le sodium ou le
potassium stimulent la méthanogenes [87]. De méme certains métaux al’ état de trace comme
le fer, le cobalt, le molybdene, le sélénium ou le tungstene stimulent la méthanogénes. En
1990, Graindorge montrait que le nickel était indispensable a la croissance des bactéries

méthanogénes [88].

g) Présence d’'inhibiteurs : certaines molécules étrangeres aux réactions étudiées mais
présentes dans le milieu peuvent limiter |a capacité métaboligue de la micro-faune. 1l convient
alors de distinguer les substances interdisant totalement ces réactions de celles qui ne font que
les ralentir. En 1982. Taylor indiquait comme principaux inhibiteurs potentiels de la
méthanogenes. Les métaux lourds. Les hydrocarbures chlorés, les détergents. Les substances
analogues au méthane (chloroforme etc). L’ ammoniaque, |es oxydants tels que I’ oxygene. Un
méme composé pouvant étre toxique ou non (voire méme bénéfique et indispensable a I’ état
de trace) en fonction de sa concentration et de sa disponibilité dans le milieu.

|.7.3.4. Causes biologiques

v Absence de la microflore appropriée,

v" Absence d’ enzymes exocellulaires ou d' agents émulsifiants,

v' Incapacité des micro-organismes a métaboliser le produit par impossibilité d'induire
les enzymes, les systemes transporteurs nécessaires ou par production d’intermédiaires
métaboliques terminaux toxiques.

Enfin le facteur temps est largement a prendre en compte dans ces phénoménes
de biodégradation. Beaucoup de molécules peuvent subir une dégradation par
des microorganismes. Mais parfois a trés long terme. La notion de biodégradabilité sera donc
anuancer en la confrontant ala durée d’ incubation nécessaire a la dégradation de la molécule
ou du déchet envisagé. Notons toutefois ici que le caractére “acceptable” d'un délai
de dégradation est largement déterminé par les contraintes économiques

ou environnementales du scénario considere[89].
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Chapitre Etude de la biodégradation en milieu solide

[.1 Introduction

Les tests réalisés pour mesurer |a biodégradabilité différent généralement par le choix
de I’environnement (liquide, solide) et de la méthode employée (qualitative, quantitative).
Ces tests sont menés au laboratoire d’ ou le matériau testé est placé dans un milieu qui simule
a I’environnement naturel ou le matériau est placé in situ (sol, compost, décharge, eau
de mer, effluent de rejet). Les tests au laboratoire sont mieux maitrises et plus reproductibles
gue ceux réalisés en milieu naturel qui se déroulent en conditions connues (température, pH,
humidité) mais non maitrisées.
.2 Matériel et méthode
[.2.1Matériels utilisés

L’ ensemble de matériels, verreries et réactif sont représenter dans te tableau ci-apres

Tableau |.1: Matériel et produits chimiques

Appareillages Verrerie Solutions et réactifs

Agitateur magnétique | Fiolesjaugées 100ml

Bain marie Verres de montre )
_ Glycérol

Balance Entonnoairs. HCI (0.1M)
Autoclave Creusé N2OH (0.1M)
Bec bunsen Erlenmeyer (500ml)
Etuve Pipettes graduées Acide sulfurique H,SO,
PH métre Pipettes pasteur L’amidon de mais
Chauffe ballon Des flacons

Bécher

Barreau aimanté
Broyeur a couteaux

|.3 Préparation desfibres

Les tiges d'afa sont lavé a I’eau de robinet pour se débarrasser des substances étrangeres
collées a la surface, puis séchée dans une étuve a 50°C pendant 48 heures jusqu’a un poids
constant, ensuite le matériau est broyée a I’aide d'un broyeur a couteaux (modéle SM100)
puis tamisée a un diamétre 0,25 mm.

37



Chapitrel Etude de la biodégradation en milieu solide

1.3.1 Traitement chimique desfibres
On méange chague fois 250 cm® de la solution d'acide sulfurique H»SOs (IN) ou une
solution de soude (1N) avec 50 g des fibres dans un ballon de 500 cm?®. A I’aide d’ un chauffe
ballon on laisse le mélange bouillir pendant une heure a reflue. Aprés refroidissement le
mélange est filtré, puis lavé a I'eau didtillée jusqu'a neutralité du filtrat, a la fin du
traitement chimique les échantillons sont désigné par :

AH : fibred' Alfa traité avec I’ acide

AN: fibred' Alfa traité avec la soude

Fibre AH Fibre AN

.

5 B

Figurel.l: Montage expérimentale de Traitement des fibres

|.3.2Caractérisation desfibres par spectroscopie d’absor ption infrarouge
Pour déterminer I'ensemble des changements de la structure causée par le traitement acide
et acalin de la fibre on a effectué une analyse par IR, les spectres des fibres traitées sont

représentés sur les figures suivantes :

T%

2920

3417,6

T T T T
0 1000 2000 3000 4000

wavenumbre cm -1

Figurel.2: Spectre IR desfibres AH
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40 470,6

2943,9

3421,5

T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 500 1000 150(/ 2000 2500 3000 3500 4000 4500
wavenumbre cm-1

Figurel.3: Spectre IR desfibresA N

|.3.3Caractérisation d’amidon par spectroscopie infrarouge
Pour déterminer |'ensemble des groupements fonctionnelle qui existe sur la surface d’amidon

de mais on a effectué une analyse par IR, le spectre obtenu est représenté sur la figure

suivante:

T%

3417,6

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
wavenumbre cm-1

Figurel.4: Spectre IR d’amidon de mais

On observe une large bande & 3417 cm™ de groupement hydroxyle OH, un bande & 2927cm™
correspond aux vibrations des chaines aliphatiques C-H, une bande & 1018cm™ correspond
aux vibrations des liaisons simple C-O , et deux bandes situées & 860 cm et 929cm™ qui

peuvent étre attribuées aux liaisons de vibration déformation dc. aromatique)
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|.3.4 Interprétation desrésultats
> legpectredefibretraité Avec | acide AH

On observe une large bande & 3500 cm™ elle est du principalement aux groupements OH
existants dans la structure des fibres .on note également la présence d’ une bande & 1056cm™
et une seconde bande & 1651 cm™ ce qui traduit |’ existence des liaison simple C-O et double

C=0 ,le nombre d onde 2920 cm™ correspond aux vibrations des chaines aliphatiques C-H.

> lespectredefibretraité Avec |’ acide AN
On observe une large bande & 3421 cm™ elle est du principalement aux groupements OH
existants dans la structure des fibres.une bande & 2923 cm™ correspond & la vibration
d’ éongation des laissons C-H, on remarque une bande & 1026 cm™ et un autre bande & 1651

cm™ ce qui traduit |’ existence des liaison simple C-O et double C=0 .

|.4 Préparation desfilmsselon la méthode de coulée

On introduire dans un bécher 2,5 g d’amidon de mais 0.8 g de fibre d'afatraité (AH ou
AN), 2 ml de glycérol (a50 % en volume), 3ml d'acide chlorhydrique 0.1 M et 25 ml d'eau
distillée. La solution est mise sous agitation sur une plague chauffante (réglée a 150 °C)
pendant 15 minutes, de fagon a ce que la solution ne soit pas a ébullition.

A la moitié du temps, gjouter 1 ml d 'une solution d’hydroxyde de sodium a 0,1 mol/L.
neutraliser avec 2 ml de solution d hydroxyde de sodium 0.1 M restant pour diminuer la
viscosité du mélange. Verser la solution dans une boite de pétri en étalant avec une spatule.
Sécher dans I’ étuve a 50°C pendant 2 heures puis finir le séchage al'air libre. On obtient alors
des films plastiques notés FAH et FAN.

FAH : film abase fibre traité avec |’ acide sulfurique.

FAN : film abase fibre traité avec la soude
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2,59 de mai's + 0.8g defibre

) S

25ml d'eau distillée

=

2 mi NaOH

s

(———
Agitation pendant (15min)

. »

Film AN film AH

Figure |.5: Synthése des films d’ amidon/fibre

|.4.1 Caractérisation desfilms par spectroscopie d’absor ption infrarouge
L’ analyse des polymeéres par spectroscopie infrarouge (IR) a été réalisée au Laboratoire des
génie physique, afin d'identifier le plus complétement possible Les principales fonctions
chimiques présentes a la surface des films d’amidon fibre.

Les spectres Infrarouge obtenus sont présentés ci-dessous :
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Figurel.6: Spectre IR du film FAH
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Figurel.7 : Spectre IR du film FAN

|.4.2 Interprétation desrésultats
a) Lespectredu film FAH est caractérisé par |a présence des pics suivants
e Un forte bande situé 1050 21419 cm ™ qui est attribuée a la vibration d' éongation

vC-O ester, présent dans les fibres.
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e Une band d absorption situées & 1651 cm ™ correspond a la vibration éongation
(vc=0) ;

e Une faible bande faible située & 2923 cm ™ correspond a la vibration éongation
VcHe.

e Unelarge bande & 3417 cm  est caractéristique des fonctions hydroxyle von. présent

dans|’amidon, glycerol et danslesfibres.
b)Le spectre du film FAN est caractérise par |a présence

e Une large bande & 3425 cm ™ est caractéristique des fonctions hydroxyle von présent
dans|’amidon, glycérol et lesfibres.

e Une bande située & 2923cm™ résultant de la vibration éongation du groupe C-H
présent dans |'amidon et les fibres.

e Une band d absorption situées & 1651 cm ™ correspond a la vibration éongation du
groupe Carbonyl C = O. (yc-o) ; présent dans les fibres.

e des bandes d’ absorption caractéristiques des fonctions ester situées & 1050-1380cm™

¢longation vC-O ester.

| .5 biodégradation en milieu solide
Le but de cette partie est de présenter les différents matériaux utilisés, le processus

expérimental et la méthode employée pour |’ évaluation du taux de biodégradation des films
d’amidon/fibre apres enfouissement dans les milieux solide, cela est réalisé en calculant la
perte de masse des résidus de dégradation au fil du temps
1.5.1 Protocole
Les milieux choisis pour cette étude ont été tamisés avec un tamis a mailles de 2 mm. Les
films  sont coupés en bondes (30 x 30mm), la dégradation de film amidon/fibre a été
évaluée danstrois milieux :

1. unsol agricole (pH =8,6)

2. sable (pH =8,5)

3. une boue activée
Les films plastiques ont été enterrés dans le sol, sable et la boue activée de 10 cm de
profondeur durant différents période 7, 14 ,21 et 28 jours alatempérature ambiante T= 13°C
dans des pots. L’addition de I’eau de robinet a été effectuée une fois chaque semaine pour
maintenir I"humidité du sol constante pendant |a phase expérimentale.
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Apres cette période de temps, les films ont été retirés du sol rincé avec I'eau du robinet, en
suite séché dans I étuve a 50°C pendant 20 min. La biodégradation de polymere a été évaluée
en mesurant |e pourcentage de perte de masse des films (la masse de chague échantillon a été
mesurée avant et aprés la dégradation).

Le pourcentage de perte de poids dans le milieu est calculé on utilisant larelation suivante :

m; mf
P% = —— x 100
m

m; : masse desfilms avant la biodégradation.

my : masse des films aprés |a biodégradation.

Enfouissement m

Morceaux des films (a)sable (b) boue activée (c) sol agricol Résultat
Figurel.8: L’ enfouissement des filmsd amidon/fibres dansles milieux solides

Les résultats sont donnés dans les tableaux (annexe |.1) et représentés sur les figures suivantes
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Figurel.9: Le pourcentage de biodégradation des films enfouis dansle sol
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Figure.10: Le pourcentage de biodégradation des films enfouis dansle sable
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Figurel.11:Le pourcentage de biodégradation des films enfouis dans la boue activée

| .5.2 Résultats et discutions

>

>
>
>

Les différentes données expérimentales obtenues indiquant clairement que le
pourcentage de perte de masse des films augmente en fonction du temps pour tous les
polymeéres enterrés dans le sol, sable et la boue activee.

On constate que les taux de biodégradation des polymeres sont variables selon la
nature du milieu solide et la nature des films.

On note que la biodégradation des films dans la boue activée se manifeste d'une
maniére considérable, qui atteint une valeur maximale de 94.24% au bout de 28 jours
pour le film FAN, cette efficacité du milieu est due a la grande activité de ces micro-
organismes dans ce milieu.

On mentionne que la dégradation des films FAH dans Le sol est notable avec un
pourcentage de 89,45% au bout de 28 jours.

Ladifférence dont le taux de biodégradation des deux films pourrait s'expliquer

par |I' hétérogénéité de la structure des films, ainsi que par |a densité des microorganismes

qui existe dans le milieu solide.

|.5.3 Caractérisation des Produits de dégradation par spectroscopique IR

Les résidus des films enfouis dans le sol aprés quatre semaines ont é&é analyse par

spectroscopique Infrarouge.

Les spectres IR obtenus sont présentés ci-dessous :
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Figurel.13: Spectre IR du film dégradé FAH $4

1.5.3.1 Interprétation desrésultats
> Le gspectre IR du film FAH dégradé est caractérisé par une forte diminution des
bandes d’absorption caractéristiques des esters situées a 1651 cm ™ (vc=o0) ,cette

diminution traduit I’ hydrolyse enzymatique de lafonction ester,
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Une diminution dans la zone de 1050-1450 cm * (vC-O) et des bandes d’absorption

fonctions hydroxyle voy Situéesa 3448cm™.

> Le spectre IR du film FAN dégradé est caractérisé par une forte diminution des
bandes d’ absorption caractéristiques de fonction ester & 1651c™ et dans la zone de
1026-1480 cm ™ (vC-0O).cette diminution des pics peut étre expliquée 1’hydrolyse
enzymatique de lafonction ester, suivi par une chaut des masse de polymere.

|.6 Etude comparative de biodégradation desfilmsPVC

1.6.1 Préparation desfilms

Dans un bécher on gjoute 0.5g de PV C poudre plus 15ml de THF, on place un barreau
magnétique, ensuite on le chauffe &40 - 45°C jusqu'a obtention d’ un mélange homogene, puis
on verse le mélange homogeéne au fond d’'une boite de pétri et on étale dessus a I’aide d’une
spatule, on laisse sécher a I'étuve a 60°C pendant une trentaine de minutes. On obtient alors
un film plastique.

|.6.2 Tests de biodégradation

Les films plastiques de polychlorure de vinyle PVC (2 x 2 cm)ont été enterrés dans le
sol et dans la boue activée de 10 cm de profondeur durant différents période 30, 60 et 90
jours alatempérature ambiante T= 13°C dans des pots. L’ addition de |’ eau de robinet a été
effectuée une fois chague semaine pour maintenir I’humidité du sol constante pendant la
phase expérimentale. Apres cette période de temps, les films ont été retirés du sol rincer avec
I'eau du robinet, en suite séché dans |'étuve a 40°C pendant 20 min. Le suivi de la
dégradation des polyméres dans le milieu solide a été évaluée par les mesures de pourcentage
de la perte de masse. Les résultats obtenus sont représentés dans les tableaux (2 ,3) et sur la
(figure 14).

Tableau |.2 : Pourcentage de perte de masse des films PV C enfouis dansle sol

Temps (jours) 30 60 90
Masse initiale m; (g) 0.0803 0.0836 0.1123 | 0.1019 @ 0.2192 | 0.2106
Masse finale mx (g) 0.0764 0.0771 0.1027 | 0.0948 @ 0.1902 & 0.1951

PY% 4.85 7.77 8.3036 @ 6.96 13.23 7.36

PYomoy 6.31 7.75 10.29
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Tableau |.3 : Pourcentage de perte de masse des films PV C enfouis dans la boue activée

Temps (jours) 30 60 90
Masse initiale m; (g) 0.0948 0.1139 0.2870
Masse finale my (Q) 0.0880 0.0709 0.06334
P% 7.17 37.75 77.93
77,93
80 -
70 -
60 -
50 -
37,75 —
P % 40 - I'-I = = H sol
[ | B |
30 - E 3 - — boue
[ | B |
— —
20 A [ | [ i
— 1029 & o
6,31 7,17 773 B |
10 - | S [ |
| HE . | [ - |
_

i
,1

o
-

30 60

Yo}
o
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Figurel.14: Le pourcentage de dégradation des films PV C enfouis dans les milieux solides

1.6.3 Interprétation desrésultats

» On constate que les milieux solides testé ont approuvé leur aptitude a dégradée les
films plastique PV C ades taux de biodégradation variable.

» On note que la dégradation des films de PV C est plus grand dans la boue activée ce la
est due ala grande activité des micro-organismes qui renferme ce milieu.

> D'apres les résultats obtenus du taux de biodégradation, on constate que la vitesse de

dégradation des films PV C est tres lente dans |e sol.
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I1.1 Teste de biodégradation des colorants par une boue activée

Le but de cette partie est de quantifier la biodégradation de ces colorants en milieu
agueux (chargée en microorganisme). A I’issue de la synthése bibliographique réalisée sur les
tests de biodégradation en milieu liquide, certains parametres ont été arbitrairement fixés
selon les normes et les tests décrits tels que la méthode de détection de la biodégradation, le

pH, latempérature et la composition du milieu minéral.

[1.1.1. Originedela Culture bactérienne
Une Boues activées collectées de la station d’ épuration biologique des eaux de “L’ OROLAIT

"de TIARET est utilisée comme source d'inoculum mére dans la présente étude.

I1.1.1.1Préparation del’inoculum a partir desboues activées

Une masse de 2g de la boue activée a été mise dans 120ml de I’ eau distillée stérile, la
solution est incubée pendant 24h a 72h a température 30°C, ensuite €elle sera filtrée pour
récupérer le filtrat. Ce dernier dépourvu de matiéres en suspension et d’ aspect limpide, est

utilisée comme inoculum pour réaliser les tests de biodégradation en milieu liquide.

I,

Figurell.l: Préparation des|’inoculum

I1.2 Etude cinétique de la décoloration a des conditions statiques

Environ 5 ml de la suspension de la boue activée a été inoculé des flacons contenant 120 ml
de milieu minéral nutritif. Les colorants bleu de méthylene, rouge Congo et méthyle orange
ont été gouté aux flacons a une concentration de (10 mg / | a 20mg/l) puis incubé a 30 ° C.
Ensuit 3 ml du milieu de culture ont été prélevés a différents intervalles de temps et anaysee
par un spectrophotomeétre UV visible. Le pourcentage de décoloration (D%) a été calcul é par
I'équation suivante Eq. (1.1) :

D% = (A°- A) /A° X 100 (1.1)

Les conditions de stérilisation doivent étre respectées, a savoir : ne pas dépasser les 20 cm du
bec bunsen et utiliser du matériel stérile.
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Préparation des solutions

=L

inoculée avec 5 ml de suspension de boue activée

-

incubéesa 30 °C

~ L

résultats

Analyse par spectrophotometre UV-visible
Figurell.2: Test de dégradation destrois colorants.

Les résultats sont exposés dans | es tableaux et sur les figures suivantes.

58



Chapitrell Etude de biodégradation des colorants par |a boue activée

Tableau 1.1 : Résultat cinétique dela décoloration en condition statique (Co =20mg/l)

Colorants | 1emps(ours) |4 2 3 4 5
Abs 1019 0930 | 0922 | 0327  0.144
BM D %
6603 6900 6926 8910 95.20
Abs 0371 0311 0297 @ 0192  0.088
RC
D %
56.45 6349 6514 @ 77.46  89.67
Abs 0319 0267 0212 0113 009
MO
D %

1828 @ 76.28 | 8117 | 89.96 92.00

Tableau 1.2 : Résultat cinétique de la décoloration en condition statique (Co =10mg/l)

Colorants | 1emps(ours) |4 2 3 4 5
Abs 1139 | 1.059 0606 @ 0484 0.122
BM D %
36.65 4110 6629 7308 9321
Abs 0220 0198 0151 @ 0087 0026
RC
D %
5154 5633 6674 80.83  94.27
Abs 0354 | 0233 0131 0099 0048
MO
D %

59.31 | 7320 | 84.94 | 88.62  94.48
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Figurell.3: Cinétique de la décoloration par laboue activée
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[1.3 Etude cinétique de la décolor ation a des conditions d'agitation

La capacité de décoloration de la suspension de boue activée a été testée dans les

conditions d'agitation et statique a pH 7,0 avec une concentration initiale en colorants 5mg/l.

Des flacons contenant chacune 120 ml de milieu liquide ont été inoculés avec 5 ml de

suspension de boues activée puis homogénéisée dans un bain-marie (MEMMERT de type

GFL 1083) réglé a 30°C sous agitation moyenne. Chaque culture est réalisée en duplicata. Des

prélévements stériles a I'aide des seringues jetables sont effectués chague heure, puis

analysée al'aide d'un spectrophotomeétre UV visible.

L es résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau et lafigure suivante.

Figurell.4 : Dispositif expérimentale de la biodégradation

Tableau 11.3 : Résultat cinétique de la décoloration en condition d'agitation (Co = 5mg/l)

Colorants Temps (heurs)

Abs

BM D %
Abs

RC
D%
Abs

MO
D%

0.861

12.23

0.253

15.38

0.621

6.89

0.757

22.83

0.203

32.10

0.551

17.39

0.661

32.61

0.181

39.46

0.518

22.33

0.632

35.57

0.167

44.14

0.472

29.23

0.621

36.69

0.105

64.88

0.421

36.88

0.612

37.61

0.093

68.89

0.370

44.52
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Figurell .5: Cinétique dela décoloration en condition d'agitation (Co = 5mg/l)

I1.4 Facteur sinfluencant la dégradation des colorants

I1.4.1 Effet de pH sur la dégradation des colorants

Le pH aun effet majeur sur I'efficacité de la décoloration du colorant. Les expériences
ont été réalisées dans des flacons contenant un volume le 45ml du milieu liquide a une
concentration en colorant de 10 mg/l .Le pH delasolution a éé gusté a4, 5, 7, 8 et 11 avec
une solution de I'acide chlorhydrique 1 N ou de hydroxyde de sodium. Ces flacons ont été
inoculés avec 5 ml de suspension de boue activée puisincubé a 30°C pendant 3 jours. Toutes
les expériences ont été réalisées en double. Ensuite 3 ml du milieu de culture ont été préevés
et analysée al'aide d'un spectrophotometre UV visible.

Les résultats obtenus sont rassembl és dans le tableau et lafigure suivante.
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Tableau I1.4 : Effet delavariation de pH sur la décoloration (C=10mg/l)

Colorants pH 4 5 7 8 11
Abs 1.573 1.153 0.606 0.939 0.820
BM D %
12.51 35.87 66.29 47.77 54.39
Abs 0.424 0.298 0.151 0.195 0.06
RC
D%
6.60 34.36 66.74 57.04 86.78
Abs 0.595 0.314 0.131 0.241 0.120
MO
D %
31.60 63.90 84.94 72.29 86.20
90 - EBM
MO
80 -
ERC
70 -
60 -
e 50 1
© 40 -
30 -
20 -
10 -
0 T T T T I/
4 5 7 8 11
PH

Figurell. 6 : Effet delavariation de pH sur ladécoloration

11.4.2 Effet de la concentration initiale en colorant

La capacité maximale de décoloration par la suspension de la boue activée a été
étudiée avec différentes concentrations du colorant (5- 30mg .I'™Y). Des flacons contenant 45m
de milieu de culture ont été inoculés avec 5ml d'une suspension de la boue activée. La
décoloration a été analysée aprés 3 jours d'incubation en mesurant |'absorbance avec un

spectrophotometre UV-visible.
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Tableau I1.5: Effet de différentes concentrations de colorant sur la décoloration.

Colorants | Concentration (mg/l) 5 10 20 30
Abs 0710 = 0951 | 1529  1.331
BM 0
ol 2762 | 4571 | 4990 @ 6830
Abs 0265 | 0391 @ 0432  0.430
RC —
0 44.67 55.05 | 61.63 @ 81.48
Abs 0232 | 0256 0312 0161
MO —
0 24 | 4361 @ 6338  86.89
mBM
90 -
MO
80 -
HRC
70 -
60 -
¥ 50 7
[a]
40 A
30 - J ‘
20 A
10 1 /I
0 A T T T 1
5 10 20 30
C (mg/)

Figurell.7 : Effet de différentes concentrations de colorant sur la décoloration.

11.4.3 Effet dela salinité sur la décoloration

La suspension de la boue activée a été également testée pour leur capacité a
décolorer Rouge Congo bleu de méthylene et méthyle orange en présence de NaCl.
Différentes concentrations (0.1% -0.5%) de NaCl ont été gjoutées aux milieux. Des flacons
contenant 45ml de milieu de culture aune concentration initiale en colorants de 10mg/l. Les
flacons étaient incubés a30°C avec 5ml d'inoculum de la boue activée. La décoloration a
été analysée aprés 3 jours d'incubation en mesurant |'absorbance avec un spectrophotometre

UV-visible a la longueur d'onde maximale. Amax, de 660nm pour le bleu de méthylene,
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498nm pour le rouge Congo, et 466 nm pour méthyle orange. Le taux de décoloration a été
calculé en utilisant |'équation (1.1).Les résultats obtenus sont représentées dans le tableau et la
figure suivante.

Tableau I1.6 : Effet de la salinité sur la décoloration.

Colorants | N&C! (%0) 0.1 0.2 0.4 0.42 05
Abs 0.904 0.120 1.212 1.350 1.435
BM D %
49.72 37.70 32,50 24.91 20.18
Abs 0.131 0.250 0.208 0.327 0.360
RC
D %
71.14 44.93 34.36 27.97 20.70
Abs 0.163 0.182 0.252 0.258 0.449
MO
D %
81.26 79.08 71.03 70.22 48.39
90 - . mBM
80 - MO
70 - ‘ ‘ mRC
60 -
° 50 -
2 40 -
30 - l —
20 - "
10 A
0 T T ] T T -l
0.0015 0.1 0.2 0.4 0.42 0.5

Concentation de NaCl (%)

Figurell.8: Effet de lasalinité sur la décoloration
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I1.4.4 Effet de la concentration du glucose sur la décoloration

Pour trouver la concentration optimale du glucose pour la décoloration de méthyle
orange, bleu de méthyléne et rouge Congo par la suspension de la boue activée, des milieux
sans glucose ont été compl étés avec diverses concentrations initiales du glucose (0.2-0.6%).
Des flacons contenant 45 ml de milieu de culture a une concentration initiale des colorants
10mg/l.ces flacons ont été inoculé par 5ml de suspensions de la boue activée. La décoloration
a éé andysée aprées 3 jours dincubation en mesurant |'absorbance avec un
spectrophotomeétre UV-visible.

Tableau I1.7: Effet de différentes concentrations initiales du glucose sur |a décoloration.

Colorants Glucose(%) 0.2 04 0.6
Abs 0.430 0.520 0.643
BM oo
0 76.08 71.07 64.23
Abs 0.159 0.282 0.369
RC Do
0 64.97 37.88 18.72
Abs 0.522 0.770 0.859
MO 5o
0 40 11.49 1.26
mBM
80 -
MO
70 -
I e

0 =/ T ]
0,2 0,4
Glucose (%)

D%
H (Oa) ()]
o o o
1 1 1

6

Figurell. 9: Effet delavariation dela concentration du glucose sur la décoloration
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I1.5 Résultat et discussion

> Lesrésultats cinétiques de ladécoloration (figure I1.3) par la suspension de laboue
activée affirme une augmentation rapide du taux de dégradation avec la période d'incubation
et avec la concentration initiale en colorant, une élimination maximale a éé observés apres
5jours d'incubation qui atteint 93%-94% pour le bleu de méthylene, le rouge Congo
et le méthyle orange respectivement au bout de 5 jours pour une concentration initiale de
10mg/I.

> Lesexpériences en mode d'agitation (figure 11.5) révélent que la suspension de boue

activée était plus efficace dans la décoloration en condition d'agitation qui atteint un taux
de 37%,44% et 68% au bout de 6h pour le BM, MO et RC respectivement. Ces résultats
indiquant clairement que les conditions dagitation donnent une meilleure croissance
des microorganismes. L'éendue du pourcentage de décoloration peut étre augmentée
par traitement dans des conditions d'agitation, car les secousses facilitent le transfert
et la répartition des nutriments et de I'oxygéne entre le milieu et les cellules microbiennes
[95].

> Lesrésultats présentés sur lafigure 11.6 indiquent que le pH optimal pour I'élimination
des colorants pour le rouge Congo et le méthyle orange se situe entre 7 et 11. Ce pondant,
la décoloration maximale du bleu de méthylene a été atteint a pH 7,0 avec 66.29% en 72
heures. Alors que I'environnement acide (pH = 4) réduit I'activité de ces microorganismes,
produisant une éimination entre 6% ,12% et 31% pour le RC, BM et MO respectivement.

Donc le pH optimal nécessaire ala croissance de ces microorganismes était neutre.

» Lavariation des concentrations en colorants (figure I1.7) montre que le pourcentage
d'éimination augmente avec |’ augmentation de la concentration initiale en colorant. Le taux
de dégradation du colorant était de 68%, 81% et 86% pour |le bleu de méthylene, le méthyle

orange et |e rouge Congo respectivement pour une concentration initiale de 30mg/l.

» Lesdonnéesdu tableau I1.6 et lafigure I1.8 indiquent que le processus de décol oration
est significativement inhibé par la présence d'une concentration élevée de NaCl dans
le milieu, c'est-a-dire que seulement un taux déimination de 20 % a été observes

a une concentration de 0.5% de NaCl pour le bleu de méthylene et le rouge Congo. La
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croissance des microorganismes qui se produit dans les conditions de 0,1 et 0.2% de NaCl,
peut étre liée au niveau de décoloration a la fin de la période d'incubation. Une croissance
relativement remarquabl e a été observée jusqu’ a 0.42% de NaCl pour le méthyle orange.

> Danslaprésente étude, ladécoloration maximale de Bleu de méthylene était de
94,27% avec 0.2% du glucose dans le milieu, ce pendant pour le rouge Congo
et le méthyle orange les rendements de décoloration est seulement (40 % - 64.97%). Tandis
gue l'gout dune quantité supplémentaire du glucose entraine une diminution
de la décoloration du colorant d’environ (1.26% - 18.72%) en 72 h. De tels résultats
confirment I'utilisation du glucose par ces microorganismes comme source de carbone

et d'énergie pour leur croissance.
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Conclusion générale

Notre travail a été réalisé en deux parties, la premiére partie est consacrée a |’ étude de la

dégradation des trois colorants bleu de méthyléne, rouge Congo et méthyle orange par deux
souches bactériennes (Staphylococcus aureus et Escherichia coli) en milieu liquide.
L’influence de divers parametres opérationnels a savoir la concentration du glucose, la

salinité, le pH et la concentration initiale en colorant a été examinée.

La deuxiéme partie consiste a examiner la décoloration par une boue activée, en premier
lieu, on a fait un suivi cinétique de dégradation, suivi par |'étude de I'effet du pH, de la
salinité, concentration initiale en colorant et concentration initiale en glucose a été étudiée
dans le but de déterminer les conditions optimales nécessaires pour une décoloration

maximales.

A la lumiére des résultats expérimentaux obtenus, nous pouvons tirer les conclusions
suivantes :
> Le suivi cinétique révele que les deux bactéries sélectionnées ont un pouvoir a
dégrader les colorants testés a des taux d' élimination variable.
» L’examen de |'effet du pH confirmé que la dégradation des colorant est maximale a
pH neutre.
» L’augmentation de la salinité dans le milieu inhibe I'activité décolorante de rouge
Congo, bleu de méthylene et méthyle orange.
» La présence du glucose dans le milieu conduit a une diminution de taux
d éimination des colorants.
> Les résultats cinétique de la biodégradation par la suspension de la boue activée
confirme gue ces microorganismes ont une grand capacité a dégrader ces colorants.
» Les expériences de décoloration en mode agitation présente un meilleur taux de
dégradation durant cette phase d’incubation.
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Annexe. |

. Matériel et méthode
.1 Matériels utilisés

L’ ensemble de matériels, verreries et réactif sont représenter dans te tableau ci-apres
Tableau |.1: Matériel et produits chimiques

Appareillages Verrerie Solutions et réactifs

Agitateur magnétique | Fiolesjaugées 100ml

Bain marie Verres de montre
: Eau physiologie

Balance Entonnoairs. | HCI (0.1M)
Autoclave Tubes aessa NaOH (0,1M)
Bec bunsen Erlenmeyer (500ml) ) B
Etuve _ ] Gélose nutritif

Pipettes graduées
PH metre Pipettes pasteur Gelose chapman
Barreau a mant(‘e Des flacons
Spectrophotométre R

Bécher

Boites de pétri
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Résumé: La présente étude est axée sur la valorisation de la méthode biologique pour I'élimination
des colorants des eaux usées. Le travail est divise en deux parties, dans la premiére partie nous avons
étudié la biodégradation de trois colorants a savoir le Bleu de méthylene, le Rouge Congo et le
méthyle Orange, par deux souches bactériennes (Staphylococcus aureus et Escherichia coli). Les
résultats ont montré qu’une décoloration maximale est obtenue avec la souche Ecoli aprés 7 jours
d’incubation & une concentration initiale en colorant de 10 mg.I™. L'activité de décoloration de ces
bactéries sur ces colorants a été testé en utilisant différents paramétrestels que le pH, lasainité et la
concentration initiale en colorant. La deuxieme partie est consacrée a examiner le potentiel de la
suspension des boues activées a dégrader ces colorants, ces teste révéle une forte capacité de ces
microorganismes a dégrader ces Composees.

Mots clés : Bactéries, biodegradation, microorganisme,boue activées, colorants.

Abstract : The present study focuses on the valorization of the biological method for the
elimination of dyes from wastewater. The work is divided into two parts, in the first part we
studied the biodegradation of three dyes namely methylene blue, Congo red and methyl
orange, by two bacteria strains (Staphylococcus aureus and Escherichia coli). The results
showed that maximum discoloration is obtained with the Ecoli strain after 7 days of
incubation at an initial dye concentration of 10 mg.I™. The bleaching activity of these bacteria
on these dyes was tested using different parameters such as pH, salinity and initial dye
concentration. The second part, devoted to examining the potential of activated sludge
suspension to degrade these dyes, these tests reveal a strong capacity of these microorganisms

to degrade these compounds.

Key words: Bacteria,biodegradation,microorgani sm,activated sludge, dyes.
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