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Directive européenne

Concentration inhibant X% de la croissance d’une population d’étre vivants
Chlorophylles a

Chlorophylles b

Concentration létale

Concentration minimale avec effets observables
Composants organiques volatiles

Carbone organique total

concentration sans effet observé

Demande biochimique en oxygene

Demande biochimique en oxygene pendant 5 jours
Demande chimique en oxygéne

Demande chimique en oxygéne avant le traitement biologique

Demande chimique en oxygéne apres le traitement biologique
Méthodes des fonctionnelles de la densité (Density Functional Theory)

La dose létale
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EH
EPS
ERI
ES
ESI+

Fe0
FLU
FT-IR
HAP

lo

1B

IC

IM
ISO
JORA

LC/MS
LOEC
LiP
MC

MEB-EDX

MES
mgO2/L
MMS
MnP
MO

MS
M Sinitial
MSi

Equivalent Habitant

Substances extracellulaires polymériques

Eaux résiduaires industrielles

Ecarlate Solophényl BNLE

loniseur positif aélectrospray

Facteur de dilution

Fer & I’état de valence zéro

Fluoranthéne

Spectroscopie infrarouge a transformées de Fourier
Hydrocarbures aromatiques polycycliques

Intensité passe a travers une solution

Intensité de la lumiere transmise

Indice de boues

Indice de croissance

Indice de Mohlman

Organisation Internationale de Normalisation

Journal Officiel de la République Algérienne

Coefficient de biodégradabilité

La longueur du trajet optique ou épaisseur de la solution traversée (cm)
Chromatographie liquide couplée a la spectroscopie de masse
Lowest Observed Effect Concentration

Lignines peroxydases

Marine Cibanone

Microscopie électronique a balayage couplé a une dispersion énergétique des
rayons X

Matiéres en suspension

Milligramme d’oxygéne par litre d’eau

Matieres minérales

Manganéses peroxydases

Matiére organique

Matiére séche
Matieres séches mesurées avant traitement

Matieres seches mesurées a la fin de traitement
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MVS Matieres volatiles en suspension

MVS Matiéres volatiles en suspension

NADH Nicotinamide adénine dinucléotide

NAPH Naphtaléne

NOEC No Observed Effect Concentration

OCDE Organisation Internationale de Coopération et de Développement Economigue
P, La masse (g) de la coupelle et de I’échantillon de BA apres séchage a 105 °C
P2 La masse (g) de la coupelle vide

P, La masse (g) de la coupelle et de I’échantillon de BA aprés calcination a 550 °C
Po’ La masse (g) de la capsule pleine aprés séchage a 105 °C
Po La masse (g) de la capsule vide

PDM Pourcentage de développement microbien

PE % Pourcentage d’élimination

pH Potentiel d’hydrogene

PHA Polymeres (poly-B-alcanoates)

POA Procédés d'oxydation avancée

POPs Polluants organiques persistants

REACH Registration, Evaluation and Authorisation of Chemicals
RD (%) Rendement de biodégradation

STEP Station d'épuration des eaux usees

TEF Facteurs d’équivalence toxique (Toxic Equivalent Factor)
tr/min Tour par minute

TSS Matieres solides totales

UV-vis Spectroscopie UV-Visible

Véchantillon Le volume de I’échantillon de boues actives (50 mL)

VBL VVolume de sel de Mohr verse pour le blanc (mL)

Ve Volume de sel de Mohr verse sur I’échantillon (mL)

Vo Volume de I’essai avant dilution éventuelle (mL)

w Watt

A/Amax Longueur d’onde maximale

K Conductivité thermique

pS/cm Micosiemens par centimetre

Ni Coefficient steechiométrique

Mm Micromeétre
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Indice de Fukui

La population de charge atomique de I'atome K a I'état correspondant
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As

Bl

Ca/Ca?
CaCl2.2 H20
Cd

CHCl3

Cl

Clz

Co /Co?*

CcO

Cc=0

CS2

cu
CuS04.5H20
F

Fe?*

Fe3*
FeS0O4.7H20
H20:2

HS

HPO4*
H2S04

HCI

H2S

K*

KNOs
KH2PO4
K2HPO4
Mg/Mg*
Mn2*

MoOQO4?*

Mo

MgSOa4.7 H20

LISTES DES FORMULES CHIMIQUES

Arsenic

Thiamine

Calcium

Chlorure de calcium dihydrate
Cadmium

Chloroforme

Chlorure

Dichlore

Cobalt

Monoxyde de carbone

Le groupe chromophore carbonyle
Disulfure de carbone

Cuivre

Sulfate de cuivrepentahydraté
Fluor

lons ferreux

lons ferriques

Sulfate de fer(Il) heptahydraté
Peroxyde d'hydrogene
Hydrure de soufre

L'ion dihydrogenophosphate
Acide sulfurique

Acide chlorhydrique

Sulfure d'hydrogéne

Cation de potassium

Nitrate de potassium
Phosphate de potassium monobasique
Hydrogénophosphate de potassium
Magnésium

Manganése

Molybdate

Molybdéne

Sulfate de magnésium heptahydraté
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MnSOa4.H20
Na/Na*
NO2
NOs
NH4*
NO

N20
N=N

Ni*
NaOCl
Na2S204
NaCl

Na2Mo004.2H20

NHs
NiSO4.6H20
NaOH

O

O3

-OH

PO4*

S203*

SO4?

SeO3*

Se

\Y

WO4>

Zn
ZnS04.7H20

Sulfate de manganésemonohydrate
Sodium

Azote nitreux (nitrites)

Azote nitrique (nitrates)

Azote organique (I’azote ammoniacal)
Monoxyde d'azote

Protoxyde d'azote

Groupement azoique

Nickel

Hypochlorite de Sodium
Dithionite de sodium

Chlorure de sodium

Molybdate de sodium dihydrate
Ammoniac

Sulfate de nickel(Il) hexahydraté
Hydroxyde de sodium

lon superoxide

Ozone

Radical hydroxyle

lon phosphate

lon thiosulfate

lon sulfate

lon Trioxyde de sélénium
Sélénium

Vanadium

lon tungstate

Zinc

Sulfate de zincheptahydrate
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Biodégradation assistée par phytoremédiation des colorants textiles Marine

Cibanone et Ecarlate Solophényl BNLE

Résumé :

L’objectif principal de notre projet de thése est la mise en ceuvre de la biodégradation de colorants
textiles assistée par la phytoremédiation. Les polluants sélectionnés a cet effet sont le Marine
Cibanone (MC) et I’Ecarlate Solophényl BNLE (ES), procurés de ’industrie textile de la ville de
Constantine. Pour mener a bien ce projet, nous avons décidé dans un premier temps d’élaborer des
essais de phytoremédiation de ces polluants par la plante aquatiqueL.gibbaafin d’optimiser ce
procédé et l'utiliser dans D’étape de la biodégradation par les boues activées assistée par
phytoremédiation des lentilles d’eau. Celle-ci est bien évidemment précédée de 1’étape de
biodégradation par les boues activées seules.

En premier temps, les expériences de phytoremédiation des deux colorants Marine Cibanone et
Ecarlate Solophenyl BNLE parL.gibbaont commencé par les essais preliminaires relatives aux tests
de toxicitéet de tolérance des lentilles d’eau Lemna gibba L,pour déterminer le seuil de toxicité de
ces deux colorants a partir des observationsvisuels des symptdmes de toxicité,afin de calculé les
différentes parameétres inhibiteurs de croissance a savoir, la concentration inhibant 50% de la
croissance (ICso), la concentration minimale ayant un effet inhibiteur LOEC (CMEO) et la
concentration sans effet observé NOEC (CSEQO).Nous avons aussi mesuré la teneur en pigments
photosynthétiques ; Chlorophylle a (Chl a), Chlorophylle b (Chl b) et Caroténoides (Cx+c) afin de
mesurer la réponse de L.gibba au stress induit par chaque colorant.

Lesrésultats de ces expériences ont montré qu'a des concentrations de colorant supérieure a 50
mg/L, des symptdmes et des dommages visibles sur la lentille d'eau (chlorose, dislocation des
frondes et diminution de biomasse) sont apparus dés le deuxiéme jour d'exposition pour(ES) et des
le troisieme jour d'exposition pour(MC). De plus, les lentilles d'eau ont présenté plus de signes de
toxicité avec (ES) qu'avec (MC) en raison de la toxicité de ce colorant. Cependant, a des
concentrations de colorant inférieure ou égale a 50 mg/L, la lentille d'eau n'a montré aucun signe
visible de toxicité pendant un temps d'exposition de 4 jours, bien que ces concentrations aient
significativement réduit le taux de croissance de L.gibba et ses niveaux de pigment
photosynthétique.La relation entre la teneur en pigment et la concentration initiale de colorant s'est
avéré trés linaire, avec des coefficients de détermination variant de 0,938 a 0,983.Aussi, la

détermination des parametres inhibiteurs de croissance, ont montré que la concentration de colorant
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qui a réduit le taux de croissance de la plante de 50% (Clso) était de 36,3 mg/L pour le (ES) et de
26,9 mg/L pour le (MC).

De plus, ces expériences ont montré que les plantes de L.gibba peuvent survivre jusqu’a une
concertation de 50 mg/L sans aucun symptdme de toxicité, cette concertation tolérée est choisie
comme étant la concentration maximale de colorant a laquelle les essais de phytoremédiation seront
élaborés.

Cesessais de phytoremédiation ont été étudié dans le but d’examiner la capacité des macrophytes
aquatiques Lemna gibba, a éliminer les deux polluantes organiques, a savoir (MC) et (ES), et
aussid’identification et ¢élucider le mécanisme d’élimination de ces colorants parcette
planteaquatiqueafin de comprendre les différents phénomeénes responsables de cette 1’élimination.
Les résultats ont montré qu’aux conditions optimales de température égale a 21 + 1 °C, une
photopériode de 12 h, un pH de 6,1 + 0,1 et une concentration maximale de colorant tolérée de 50
mg/L, le pourcentage d’élimination des colorants était égale a 53% pour (MC) et 23% pour (ES).
Les différentes analyses effectuées UV-vis, FT-IR, et MEB ont été menées sur la biomasse
végétaleet les phases liquidesavant et apres le traitement de phytoremédiation, les résultats ont
indiqué que les fonctions alcool, alcene, phénol et amine sont impliquées dans la fixation et la
rétention des colorants a D’intérieur de surface de la biomasse sans mettre en évidence de
phénomeéne de phytodégradation.

De plus, l'analyse MEB a confirmé ce résultat montrant que le lobe ventral et la fine racine de
chaque fronde (contrairement au lobe dorsal) sont colorés via une interaction directe avec les
molécules de colorant permettant leur absorption. Ainsi, la plante envahissante, L.gibba a
permisd’éliminer les colorants organiques des milieux contaminés par un phénomene de
phytoaccumulation qui se déroule en deux étapes: la premiére étape est la biosorption des molécules
de colorant a la surface de la biomasse par une attraction électrostatique et la seconde est
I’accumulation des deux polluantes dans la biomasse de L.gibbaqui se transfére a l'intérieur de ces
cellules végétale, sans aucune phytodégradation.

Aussi, Il a été constaté que ce processus biologique était influencé par la dose de biomasse végétale
et la concentration initiale de colorant.D’apres les différents résultats, la quantité optimale de
plantes est de 20 et 40 frondes avec une efficacité d'élimination de 53 et 23% pour (MC) et (ES),
respectivement pour une température égale a T = 21 £ 1°C, un pH égal a 6,1 = 0,1 et une
concentration des colorantes égale a50 mg/L pour un temps de traitement de 7 jours. Aussi, on
constate que les pourcentages d'élimination diminuent avec l'augmentation de la concentration

initiale des deux colorantes. La meilleure efficacité atteinte est de 75 et 30% obtenue pour 10 mg/L

19|



de (MC) et (ES), respectivement. Cependant, cette efficacité diminue pour des concentrations plus
élevée (20-50 mg/L).

En deuxiéme temps, on a effectué les essais de biodégradation par les boues activées de la STEP
d’Annaba assistée par la phytoremediation des lentilles d’eau L.gibba des deux colorants.Nous
avons effectuéle traitement et 1’élimination des deux colorants par un processus vert qui combine
I'activité microbienne des boues activées avec la capacité de phytoremédiation de la plante
aquatique.

Les résultats obtenus ont montré que la combinaison des deux biomatériaux lorsque le polluant était
présent a une concentration de 50 mg/L, conduit a une élimination plus élevée du colorant de 95 %
contre 70% pour (MC) et (ES) respectivement. L'indice de biodégradabilité calculé sur la base des
mesures de DCO et DBOs était égal a 3,1 pour (ES) et & 2,0 pour (MC), ceci a montré que le
colorant(ES) a été éliminé par des phénomenes de biosorption,a I’instar de(MC) qui a €té
transformé en composés biodégradables. L'analyse UV-visible, FTIR et LC/MS a été utilisée
comme outil de surveillance des métabolites de la biodégradation et les résultats ont montré que la
biodégradation du (MC) se produit par le clivage du cycle de I'anthraquinone et la transformation
des composés aromatiques en chaine hydrocarbonée légére, et cela a été confirmé par le calcul de
I'indice de Fukui a l'aide de la méthode DesnityFunctional Theory (DFT). Ainsi, les sous produits
de la biodégradation de (MC) ont présenté une faible toxicitévis-a-vis de Lemna gibba lors de
I'évaluation de leur toxicité. Cette étude a mis en évidence la synergie entre le processus de

phytoremédiation et de biodégradation pour I'élimination des polluants organiques.

Mots clés : Test de toxicité, Phytoremédiation,Phytoaccumulation, Biodégradation, Lemna gibba

L, Boues activées, polluants organiques, Colorant textile.
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Phytoremediation-assisted biodegradation of Marine Cibanone and Ecarlate
Solophenyl BNLE textile dyes

Abstract :

The main objective of this thesis is the combination of two biological processes for the
biodegradation of textile dyes. The pollutants selected for this purpose were Marine Cibanone (MC)
and EcarlateSolophenyl BNLE (ES), procured from the textile industry of the city of Constantine.
To carry out this project, we first decided to develop phytoremediation trials of these pollutants by
the aquatic plant L.gibba in order to optimize this process and use it in the biodegradation step by
activated sludge assisted by phytoremediation of duckweed. This is obviously preceded by the step
of biodegradation by activated sludge alone.

First, the phytoremediation experiments of the two dyes by L.gibbabegan with preliminary trials
relating to the toxicity and tolerance tests of Lemna gibba L duckweed.This was done in ordre to
determine under controlled experimental conditions, the toxicity threshold of these two dyes based
on daily observation of the visual toxicity symptoms, and to calculated the different growth
inhibiting parameters namely, the 50% growth inhibiting concentration (ICso), the lowest inhibitory
effect concentration LOEC (LOEC) and the NOEC no observed effect concentration (NOEC).
Furthermore, we measure the content of photosynthetic pigment; Chlorophyll a (Chl a), Chlorophyli
b (Chl b) and Carotenoids (Cx+c) in order to measure the response of L.gibba to the stress induced
by each dye.

The results of these experiments showed that at dye concentrations greater than 50 mg/L, symptoms
and visible damage of the duckweed (chlorosis, dislocation of the fronds and reduction in biomass)
appeared from the second dayof exposure for (ES) and from the third day of exposure for (MC).In
addition, duckweed showed more signs oftoxicity with (ES) than with (MC) due to the toxicity of
this dye.However, at dye concentrations less than or equal to 50 mg/L, the duckweed showed no
visible signs of toxicity during the exposure time (4 days), although these concentrations
significantly reduced the rate ofgrowth of L.gibba and its photosynthetic pigment levels.The
relationship between pigment content and initial dye concentration was found to be very linear, with
coefficients of determination ranging from 0.938 to 0.983.The determination of the growth
inhibitory parameters showed that the concentration of dye which reduced the growth rate of the
plant by 50% (ICso) was 36.3 mg/L for the (ES) and 26.9 mg/L for (MC).Additionally, these
experiments showed thatL.gibba plants cansurvive up to a concentration of 50 mg/L without any

symptoms of toxicity, which was chosen as the maximum dye concentration at which
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phytoremediation trialswill be developed.These phytoremediation tests were studied with the aim of
examining the ability of aquatic macrophytes Lemna gibba, to eliminate the two organic pollutants,
namely (MC) and (ES), and also to identify and elucidate the mechanism of elimination, of these
dyes by this aquatic plant in order to understand the different phenomena responsible for this
elimination.

The results showed that at a temperature equal to 21 + 1°C, a photoperiod of 12 h, apH of 6.1 £ 0.1
and a maximum tolerated dye concentration of 50 mg/L, the percentage dye removal was 53% for
(MC) and 23% for (ES).

Various analyzes such as FT-IR, UV-vis and SEM was used on the plant biomass and the treated
liquid phases before and after the phytoremediation treatment, the results indicated that the alcohol,
alkene, phenol and amine functions are involved in the fixing of the dyes inside the surface of the
biomass insteadof phytodegradation phenomena.Moreover, SEM analysis confirmed this result
showing that the ventral lobe and the thin root of each frond (unlike the dorsal lobe) were colored
via a direct interaction with the dye molecules allowing their absorption.Thus, the invasive
plant,L.gibba, made it possible to eliminate organic dyes from contaminated media by a
phenomenon of phytoaccumulation which takes place in two stages.The first stage is the biosorption
of dye molecules on the surface of the biomass by aelectrostatic attraction and the second is the
accumulation of the two pollutants in the biomass ofL.gibba which is transferred inside these plant
cells, without any phytodegradation.Also, it was found that this biological process was influenced
by the dose of plant biomass and the initial dye concentration.According to the different results, the
optimal quantity of plants was 20 and 40 fronds with an elimination efficiency of 53 and 23% for
(MC) and (ES), respectively at temperature equal to T =21 + 1°C, a pH equal to 6.1 + 0.1 and a dye
concentration equal to 50 mg/L for a treatment time of 7 days.Also, it is found that the percentages
of elimination decrease with the increase in the initial concentration of the two dyes.The best
efficacy achieved was 75 and 30% obtained for 10 mg/L of (MC) and (ES), respectively.However,
this efficiency decreases for higher concentrations (20-50 mg/L).

The second objectivewas the biodegradation tests by the activated sludge of the Annaba STEP
assisted with the phytoremediation of the L.gibba duckweed,to investigate the synergetic effect of
the microbial activity of the activated sludge with the phytoremediation capacity of the aquatic
plant. The results obtained showed that the combination of the two biomaterials when the pollutant
was present at a concentration of 50 mg/L, leads to a higher elimination of the dye of 95% against
70% for (MC) and (ES) respectively.The biodegradability index was calculated on the basis of
COD and BODs measurements and was equal to 3.1 for (ES) and 2.0 for (MC), this showed that the
dye (ES) was eliminated by biosorptionphenomena.At the oppositeof (MC) that has been
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transformed into biodegradable compounds.UV-visible, FTIR and LC/MS analysis was used as a
tool for monitoring biodegradation metabolites and the results showed that biodegradation of (MC)
occurs through the anthraquinone ring cleavage and transformationhydrocarbon light chain aromatic
compounds, and this was confirmed by calculating the Fukui index using the Desnity Functional
Theory (DFT) method.

The obtained by-products of the biodegradation of (MC) showed low toxicity towards Lemna gibba
during the evaluation of their toxicity. This study highlighted the synergy between the process of

phytoremediation and biodegradation for the removal of organic pollutants.

Keywords :Toxicity test, Phytoremediation, Phytoaccumulation, Biodegradation, Lemna gibba L,
Activated sludge, Organic pollutants, Textile dyes.
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INTRODUCTION GENERALE

L'augmentation des activités industrielles, urbaines et agricoles avec le développement
démographique engendrent une pression importante sur notre environnement et sur les
réserves en eau douce de la planéte ce qui provoque un probleme mondial dont les aspects
et la portée sont évidemment différents selon le niveau de développement des pays
(Guergour 2014). En effet, ces activités génerent des effluents liquides non désirables
voire toxiques charges de polluants organiques et inorganiques qui se déversent dans les
rivieres, les mers, les nappes phréatiques et les lacs, etc....sans traitement ou a un niveau
de traitement insuffisant, entrainant une menace pour la santé humaine et animale.
Ce déversement entraine une dégradation de la qualité des sources en eau particulierement
I'eau potable et met en péril le fragile équilibre naturel qui a permis a la vie de se
développer sur la planéte-terre (Bengrine 2011). Dans ce cas, il est important dans un
premier temps d’évaluer les risques dus a la présence des substances chimiques nocives
afin de pouvoir dans un deuxieme temps éliminer le potentiel de perturbation
environnementale causé par ces substances, ceci nécessite l'intégration de différentes
compétences dans le domaine de I'environnement et de réaliser des travaux de recherche en
sciences environnementales pour la mise en ceuvre de procédés innovants pour le
traitement de ces effluents chargés en polluants (Bouyarmane 2014).

A I’échelle mondiale, la dépollution des eaux et la valorisation des résidus industriels sont
des objectifs économiques majeurs pour tous les pays qui sont concernés par la sauvegarde
des ressources en eau douce, soit parce gu'ils manquent d'eau, ou bien parce qu'ils la
polluent (Bengrine 2011). Cette disparité entre les besoins et la disponibilité de I'eau
demande de la protéger pour pouvoir fournir la quantité nécessaire a la consommation
domestique et industrielle. Celle-ci se fait soit par le recyclage des eaux polluées, soit par
la limitation des rejets dans le milieu naturel, ce qui nécessite d'imaginer de nouveaux
moyens de traitement pour augmenter la disponibilité des ressources en eaux. Malgré les
efforts considérables investis dans le traitement des eaux usées, malheureusement on
estime qu’encore a 1’heure actuelle, une bonne quantité¢ de rejets liquides est acheminée
vers des stations d’épuration, le reste étant évacué dans le milieu naturel sans traitement,
ceci s'aggrave par I’absence d’une politique 1égislative et normative claire ou un systéme
adéquat de traitement des effluents industriels capable de réduire la concentration des
polluants rejetés dans 1I’environnement. Face a cette situation préoccupante, mieux produire

et moins polluer sont les défis auxquels sont confrontés les industriels de tout secteur
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(chimie, pétrochimie, métallurgie, agro-alimentaire, textile, papeterie, tannerie etc...).
Ceci motive ces industries & chercher des investigations nouvelles pour la mise au point de
procédés spécifiques de traitement de plus en plus perfectionnés pour ces polluants
(Hammami 2008).Parmi ces polluants, on retrouve les pesticides, les hydrocarbures, les
détergents, les produits pharmaceutiques et les colorants qui posent de sérieux problémes
environnementaux dont la toxicité qui est liece a la présence de longues chaines de
composés organiques partiellement biodégradables qui ne peuvent pas étre traités par les
méthodes traditionnelles de dépollution. C’est le cas par exemple des colorants qui sont
caractérisés par de fortes colorations, de fortes variations de pH (soit basique, soit acide),
et de fortes demandes chimiques et biologique en oxygene (DCO, DBO)(Walker and
Weatherley 2001), et qui se trouvent dans les effluents de nombreuses unités industrielles,
telles que les industries chimiques, agroalimentaires, cosmétiques, pharmaceutiques,
peinture, papeterie et du textile au cours des opérations d’impression, de teinture et de
finissage. Ces colorants sont fréqguemment rencontrés dans les riviéres, les eaux marines,
les effluents urbains et méme dans les nappes phréatiques. De plus, il a été estimé que
28.10* tonnes de colorants textiles sont rejetées annuellement dans 1’environnement (Ali
2010),ce qui engendre des problémes d’eutrophisation et de perturbation non esthétique
dans la vie aquatique et par conséquent présente un danger potentiel de bioaccumulation
qui peut affecter I’lhomme par transport a travers la chaine alimentaire (Chowdhury et al.
2009). La plus grande partie de ces colorants est employée dans I’industrie textile qui
utilise particulierement des colorants azoiques et anthraquinoniques (65-75% des
colorants) (Carmen and Daniela 2012).

Il est donc nécessaire d’éliminer ces composés indésirables avant leurs rejets dans les
écosystemes naturels ; ceci peut étre assuré dans certains procédés biologiques par le
clivage des groupements chromophores ou par la transformation des cycles aromatiques
(Kodam and Kolekar 2015). Actuellement, les procédés de traitement des eaux chargées
par ces colorants sont soit physicochimiques, biologiques ou la combinaison des deux.
De facon générale, les traitements physicochimiques peuvent étre efficaces, mais peuvent
malheureusement conduire dans la plupart des cas a des produits chargés de substances
chimiques vulnérables a I’environnement ; aussi, leurs cotits onéreux du fait de 1’utilisation
excessive de produits chimiques et des besoins énergétiques élevés limite leurs utilisations.
Les traitements biologiques sont préférés aux premiers car ils sont simples, fiables,
respectueux de I’environnement et sont rentables pour le traitement des eaux usées.

Ces procédés biologiques reposent d’une part, sur le processus de bioremédiation, dont le

26 |



principal exemple est le traitement des eaux usées par les microorganismes (contenus dans
les boues activées des STEP, par exemple)qui utilisent les polluants organiques et
I’oxygeéne comme source d’énergie, pour survivre et épurer ces eaux avant leur rejet.
D’autre part, ces méthodes reposent sur les procédés de phytoremédiation qui consistent a
utiliser la capacité de plantes (plantes aquatiques par exemple) pour dépolluer les eaux
usées avec un grand potentiel. Ces plantes sont susceptibles de dégrader, accumuler,
restaurer ou concentrer les polluants dans leurs différentes parties (feuilles, tiges et
racines).

Néanmoins, certaines études ont montré que la bioremédiation basée sur le traitement
aerobie est capable de dégrader les colorants textiles, en particulier les colorants azoiques
et anthraquinoniques avec un temps de traitement allant jusqu'a dix jours; de plus,
I’élimination n’est pas totale pour la plupart des colorants textiles (Khellaf et al. 2018).
Il serait donc intéressant voire nécessaire de réduire le temps de traitement tout en
améliorant I’efficacité du procédé. C’est ce qu’a motivé de nombreux chercheurs a orienter
leurs travaux vers le couplage des procédées qui se sont averés tres intéressants du point de
vue économiqgue et environnemental. Ce couplage se fait soit par la combinaison d’un
procédé physicochimique et un procédé biologique, soit de deux procédés biologiques
(bioremédiation et phytoremeédiation). Ces derniers, en raison des exigences actuelles
académiques et industrielles, sont de plus en plus considérés comme les themes de
recherche les plus étudiés. Dans 1’objectif de contribuer au développement de cet axe de
recherche, la présente étude porte sur 1’utilisation des microorganismes présents dans les
boues activées de la STEP de Annaba et des plantes aquatiques de type lentilles d’eau afin
d’éliminer deux colorants textiles présents en phase liquide. Il s’agit des colorants Marine
Cibanone (MC) et Ecarlate Solophényl BNLE (ES) procurés par I’entreprise de textile
implantée dans la ville de Constantine (Est algérien). L’espéce de lentilles d’eau
sélectionnée est L.gibba repiquée de mares présentes dans la ville d’El-Tarf (Est algérien).
Cette espece a déja fait ’objet de nombreux travaux de recherche de phytoremédiation et
de biosorption au sein de notre établissement universitaire.

Ainsi, le présent manuscrit est composé de six chapitres : Un apercu bibliographique
constitue des premier, deuxieme et troisiéme chapitres consacrés aux travaux de recherche
sur la pollution des eaux par les composes organiques et les procédés des traitements

biologiques.
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- Le premier chapitre présente les différents polluants organiques et leurs effets sur
I’homme, la faune et la flore; nous expliquons aussi les différentes techniques de
dépollution adaptées aux effluents chargés de colorants synthétiques ;

- Le deuxieme chapitre de cette these décrit le traitement de la pollution organique par les
boues activées, son principe et la description du principe de fonctionnement de ce
procéde ;

- Enfin, le troisieme chapitre présente le principe de la phytoremédiation, ses techniques et
mécanismes et quelques espéces aquatiques utilisées.

La partie expérimentale du manuscrit est exposée dans les trois derniers chapitres, ou nous
présentons dans le quatriéme chapitre le matériel et les dispositifs utilisés dans les
différents protocoles, nous passons en revue aussi les différentes techniques d’analyse
utilisées dans le présent travail. Les deux derniers chapitres sont consacrés aux résultats et
interprétation des essais de phytoremédiation des deux colorants par la plante aquatique
L.gibba, et des essais de la biodégradation assistée par phytoremédiation de ces polluants.
Finalement, notre these se termine par une conclusion générale et des perspectives dans
lesquelles nous soulignons la performance des méthodes de couplages biologique vis-a-vis
de I’élimination de certaines substances indésirables et nocives contenues dans les
effluents aqueux. Les annexes, placées a la fin du manuscrit, regroupent des éléments
complémentaires qui peuvent apporter un éclairage plus précis sur certains points

succinctement abordés dans le texte principal.
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CHAPITRE | : POLLUTION DES EAUX PAR LES
COMPOSES ORGANIQUES-CAS PARTICULIER
DES COLORANTS TEXTILES



CHAPITRE 1: Pollution des eaux par les composés organiques-

Cas particulier des colorants textiles

I.1. Introduction

Avec le développement rapide de 1’industrie moderne, la pollution de 1’environnement
générée par les activités anthropiques est devenue de plus en plus grave, ou de hombreux
déchets industriels produits accidentellement ou volontairement, ont cruellement pollué le
milieu naturel et particulierement les ressources en eaux. Ces derniéres sont affectés par
différents polluants organiques résultant de l'utilisation intensive de fertilisants, pesticides,
produits sanitaires, produits pharmaceutiques et colorants textiles; ces contaminants
présentent en général un caractere toxique et représentent une menace perturbante vis-a-vis
de I'hnomme et la biodiversité dans plusieurs pays du monde (Khataee et al. 2012).
Aujourd’hui face a une sensibilisation mondiale, et plus particulierement dans le cadre de
la politique communautaire, les rejets sont étroitement contrélés, contingentés et soumis a
des réglementations de plus en plus séveres. Les décideurs industriels sont amenés a
sélectionner des techniques d’analyse et de dépollution adéquates pour satisfaire en
permanence aux évolutions réglementaires existantes et s’engager dans le cycle
d’amélioration continue et de prévention de la pollution et du risque technologique ainsi
que la mise au point des procédés efficaces de traitement des eaux usées et effluents
industriels, qui visent a réduire le pouvoir toxique de ces polluants
(Merouani 2011, Harrlekas 2008). Ces procédées peuvent prendre différentes formes :
processus physique, thermique, chimique ou biologique, tous précédés de préférence par le
tri.

Dans ce chapitre, nous présentons des géneéralités sur les différents types de polluants
organiques et leurs effets sur ’homme, la faune et la flore, ainsi que la caractérisation des
effluents industriels et normes de rejets, en définissant plus particulierement la
caractérisation des effluents de I’industrie textile (faisant partie des objectifs de cette these)
et leurs impacts sur I’environnement et les étres vivants. Nous passons donc en revue les
différentes techniques de dépollution adaptées aux effluents chargés de colorants

synthétiques en ciblant en particulier les colorants azoiques et anthraquinoniques.

1.2. Différents types de polluants organiques
Les polluants organiques sont nombreux et dangereux, car ilsont un caratére cancérigenes

ou mutagénes, d’ou I’importance de les éliminer. Ils sont notamment issus des effluents
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domestiques (déjections animales et humaines, graisses, détergents, produits de jardinage
etc.), urbains (restes d’aliments, produits pharmaceutiques, lessives, insecticides etc.),
agricoles (engrais minéraux, déjections animales, pesticides et produits phytosanitaires
etc.) mais surtout des rejets industriels (hydrocarbures, matieres colorantes, produits
chimiques divers, etc.)(Benhacine 2017).

La pollution organique est évaluée et est caractérisée par : la demande chimique en
oxygene (DCO), qui représente la quantité d'oxygene nécessaire pour oxyder toute la
matiére organique et minérales contenue dans une eau, la demande biochimique en
oxygene (DBO), qui exprime la quantité d'oxygene consommée par les microorganismes
du milieu pour oxyder les matiéres organiques biodégradables contenues dans I'eau a 20 °C
et a I’obscurité, le carbone organique total (COT), qui représente la teneur en carbone lié a
la matiere organique, et les matieres en suspension (MES) qui sont des particules minérales
ou organiques qui contribuent a la turbidité de I'eau (Hamidou 2008).

Cette pollution peut étre absorbée par le milieu récepteur tant que la limite d’auto épuration
n’est pas atteinte. Au-dela de cette limite, la respiration de divers organismes aquatiques
peut étre compromise au profit de la dégradation de cette matiere organique
(Metahri 2012).D'aprés des études et des recherches réalisées, il existe trois types de
pollution organique (Salhi 2015) :

v' Pollutions organiques facilement biodégradables: Il s'agit de matiéres organiques
provenant d'activités biologiques (matiéres fécales et urines, déchets d'élevage et des
industries agroalimentaires, feuilles, plantes et animaux morts). La nuisance qui en résulte
est due aux germes pathogénes que peut contenir ces matiéres organiques ou due a une
forte concentration de ces déchets qui inhiberont le phénomene d'auto épuration naturelle.
v' Pollutions organiques difficilement biodégradables:Elles proviennent d'activités
comme la fabrication de péate a papier, de textiles, de cuir ainsi que les détergents. Leurs
nocivités résultent de leur accumulation dans I’environnement suite a la dégradation lente
de ce type de pollution par le milieu naturel, ainsi que la diminutionde la capacité
d'oxygénation du cours d'eau quiest due a la production des mousses par différents types de
détergents.

v" Pollutions organiques toxiques:Elles proviennent des industries pétrochimiques et
desraffineries qui rejettent dans leurs effluents des quantités importantes de phénols et
d'hydrocarbures, ainsi que certains types de pesticides utilisés en agriculture.lls sont
nuisibles pour la faune aquatique et peuvent atteindre I'nomme par accumulation dans la

chaine alimentaire.
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Cette pollution organique provoque I’appauvrissement en oxygene des milieux aquatiques,
avec des effets bien évidents sur la survie de la faune et peut provoquer I'asphyxie des
espéces animales. A I’inverse des matiéres en suspension (MES), elles constituent une
nourriture de choix pour les microorganismes de 1’eau et provoquent leur prolifération.
Les matiéres organiques se mettent alors a vider le milieu de son oxygene, ce qui s’avere

fatal pour la vie aquatique (Hberra 2014).

1.2.1. Pesticides et produits phytosanitaires

Ce sont des substances chimiques minérales ou organiques, synthétiques ou naturelles, qui
sont utilisés en agriculture dans la lutte contre les ennemis des végétaux. On les trouve
dans différentes familles caractéristiques a savoir : les herbicides qui sont destinés a
éliminer les végétaux rentrant en concurrences avec les plantes a protéger en ralentissant
leur croissance, les fongicides qui permettent quant a eux de combattre la prolifération des
maladies des plantes provoquées par des champignons ou encore des bactéries, et les
insecticides qui sont utilisés pour la protection des plantes contre les insectes ; ils
interviennent en les éliminant ou en empéchant leur reproduction (Dahane 2015).Lors de
I’application, les pesticides se retrouvent en partie dans I’air, I’eau et les sols ou ils
persistent plus ou moins longtemps selon la nature du produit et les conditions du milieu
naturel, et provoquer d'importantes perturbations sur les écosystéemes et sur
I'nomme.Particulierement, les pesticides peuvent contaminer tant des eaux souterraines que
les eaux de surface, cette derniére peut étre contaminée directement au cours d’une
pulvérisation au-dessus d’un cours d’eau, d’une riviére, ou par ruissellement ou par le vent
(dépdt des particules transportées en raison de la diminution de la vitesse du vent) (Gilden
et al. 2010). Par contre les eaux souterraines (nappes phréatiques et aquiferes) peuvent étre
affectées par le phénomeéne de lessivage (EI-Wakeil 2013). Dans ce cas lorsque I'eau est
contaminée, elle devient toxique pour les humains, la faune (terrestre et aquatique), les
animaux domestiques et les plantes, y compris les cultures vulnérables. Cependant, il est

trés co(iteux, de décontaminer I'eau souterraine et I'eau de surface.

1.2.2. Hydrocarbures

Les hydrocarbures sont des composées d’atomes de carbone et d’hydrogene. C’est une
forme d’énergie fossile (carbone), ce qui fait de lui une ressource énergétique assez
importante pour 1’économie des pays, notamment pour alimenter certaines industries et

certains secteurs professionnels. Ils peuvent induire des pollutions accidentelles plus ou
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moins massives (les marées noires) et des pollutions opérationnelles plus ou moins
fréquentes (déballastages ou dégazages). Ainsi, le trafic maritime mondial représente le
facteur unitaire le plus important de pollutions occasionnelles par les hydrocarbures.
La protection du milieu marin et la prévention des pollutions sont des enjeux importants de
l'action publique. De ce fait, les autorités s’interrogent sur le devenir de ces polluants dans
I’environnement, ainsi que sur leurs toxicités au niveau des écosystemes touchés. En effet,
ces polluants produisent des stress environnementaux capables d’induire des
déstabilisations importantes chez certains organismes voire leur mort en cas d’arrivages
massifs, développement des maladies cardio-vasculaires et de I'asthme, renforcement de
I'effet de serre, érosion des sols, et dégradation des écosystemes (Nilles 2008).

1.2.3. Détergents

Les détergents ont beaucoup attiré I'attention aux différents pays en raison de divers
problémes de pollution de I’eau qu’ils peuvent causer. Dans son sens le plus large, le mot
détergent, désigne tout ce qui se comporte comme un agent de nettoyage. En conséquence,
un détergent est maintenant considéré comme un agent de nettoyage qui inclut dans sa
formulation un tensioactif pétrochimique ou un autre tensioactif dérivé de synthése.

Les formulations détergentes commerciales contiennent généralement un ou plusieurs
tensioactifs, ou des agents de surface, et un certain nombre d’additifs.Le tensioactif remplit
au moins deux fonctions, il diminue la tension superficielle du liquide dans lequel il est
dissous et forme une émulsion ou une suspension stabilisée avec les particules a éliminer.
Les adjuvants retiennent les ions de I'eau dure tels que le calcium ou le magnésium et, en
outre, réagissent avec I'eau pour former une solution alcaline dans laquelle les tensioactifs
sont les plus efficaces en tant que nettoyants. En plus des tensioactifs et des adjuvants, un
détergent peut également contenir des ingrédients blanchissants et éclaircissants. D'autres
constituants (enzymes, inhibiteurs de corrosion, parfum, etc...) peuvent également étre
inclus pour fournir des propriétés supplémentaires souhaitables.

Les tensioactifs et les adjuvants de formulations de détergents ont été tous deux impliqués
dans la pollution de I'eau. A la fin des années 1950 et au début des années 1960, un certain
nombre de produits liés aux détergents ont causé des problemes en milieu aqueux.
Ces problemes ont ete attribués au faible taux de biodégradation des tensioactifs utilisés a
cette époque ; il a été constaté que ces tensioactifs persistants interféraient avec les
processus de traitement des déchets en stabilisant les petites particules dans les suspensions

colloidales et en reduisant I'activité des lits de filtres biologiques et des boues activées. En
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outre, il a été généralement constaté que les eaux usées étaient recouvertes d’un énorme
bouchon de mousse dans les zones de détergents intensifs. Ces problemes ont été résolus
au milieu des années 1960 en modifiant chimiquement la structure des agents de surface
afin de les rendre plus facilement biodégradables, ces composés du phosphore
s'hydrolysent rapidement dans I'eau pour donner des monophosphates non toxiques et ne
représentent aucune menace pour la vie de ’homme et des animaux. Diverses propositions
ont été faites pour limiter l'utilisation des phosphates ou les éliminer completement
desdétergents, afin de controler I'eutrophisation. Des milliers de composeés ont été criblés et
testés en tant que remplacements partiels ou totaux possibles pour les adjuvants au
phosphate. 1l a été difficile de trouver un produit de remplacement correspondant aux
qualités recherchées par les phosphates (non toxique, non corrosif, n'affecte pas les tissus,
etc). Il semble que les polyphosphates continueront d’étre utilisés en dépit de leurs effets
sur les plantes jusqu’a 1’obtention d’'un nouveau substitut acceptable

(Stoker and Seager 1997).

1.2.4. Produits pharmaceutiques

Les produits pharmaceutiques sont un groupe important de contaminants
environnementaux émergents qui est un probléme de plus en plus d’intérét pour la
communauté scientifique internationale. Ils font partie intégrante, dans bien des cas, d’une
vie saine et libre de tout souci, il est cependant prouvé que la large utilisation de
médicaments est a double tranchant de par leur influence sur |’environnement.
Des résultats de recherche confirment, depuis le début des années 90, la présence d’un
large spectre de médicaments destinés aux humains et aux animaux dans les eaux de
surface, eaux souterraines, et méme sporadiquement dans 1’eau potable ; ils peuvent exister
par plusieurs voies, soit de 1’industrie chimique fine, I’industrie pharmaceutique, les
établissements de soins, ou bien les élevages industriels (Dahane 2015). La présence de
ces médicaments dans les milieux aquatiques a conduit les scientifiques a s’interroger sur
les conséquences de ces polluants sur D’environnement et la santé humaine
(Kassinos et al. 2011). Plusieurs milliers de tonnes de médicaments a usage humain ou
veterinaire sont en effet utilisés chaque année dans le monde et rejetés, en nature ou apres
métabolisation, dans I’environnement. La contamination environnementale par des résidus
de médicaments est aujourd’hui clairement démontrée par de nombreuses études de terrain
et font des rejets médicamenteux un probléme environnemental émergent
(Bottoni et al. 2010 ; Fenet et al. 2006 ; Kent et al. 2006). Par rapport aux nombreux
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autres polluants environnementaux (pesticides, métaux lourds, hydrocarbures...), le risque
sanitaire redouté est plus particuliérement lié a la spécificité des médicaments qui sont des
substances présentant une forte activité biologique a de faibles concentrations ; en général,
ces produites sont détectés en nanogramme et en microgramme par litre. Bien que ces
concentrations puissent ne pas représenter un risque écologique, car la sensibilité de
I’organisme envers ces composés reste inconnue. Il est également courant, que la présence
de faibles concentrations de médicament individuel, la combinaison dont I’action
thérapeutique commune pourrait induire des effets additifs ou synergique.

Si certains effets sur la faune et la flore sont aujourd’hui assez bien connus
(Pal et al. 2010) (résistance bactérienne liée aux antibiotiques, effets perturbateurs
endocriniens des hormones et molécules apparentées, génotoxicité de nombreux
médicaments  anticancéreux...), les conséquences sanitaires de la pollution
environnementale par les rejets de médicaments présentent encore de nombreuses
inconnues (Garric and Ferrari 2005; Haguenoer 2008) et les méthodes pour les mettre
en évidence sont difficiles, non standardisées et peu développées. La complexité du
probleme est par ailleurs aggravée par la trés grande diversité de molécules utilisées,
rejetés essentiellement par voie fécale ou urinaire. Les sources de dissémination sont
nombreuses, a la fois diffuses (population générale traitée a domicile) et ponctuelles
(industrie pharmaceutique, établissements de soins) (Daughton and Ternes 1999). Dans la
majorité des cas, les résidus médicamenteux sont éliminés dans les réseaux d’eaux usées
urbaines pour aboutir aux stations d’épuration des eaux usées (STEP) qui, par définition,
ne sont pas congues pour éliminer les médicaments, et dont 1’efficacité est extrémement
variable, entre 0% pour certains composés et plus de 90% pour d’autres molécules
(Castiglioni et al. 2006).

1.2.5. Matieres colorantes

Un colorant est défini comme étant un produit capable de teindre une substance d’une
maniere durable. 1l posséde des groupements qui lui conférent la couleur, appelés
chromophores et des groupements qui permettent sa fixation, les auxochromes.
Ces colorants sont largement utilisés dans les imprimeries, les produits alimentaires,
cosmétiques et cliniques, mais en particulier dans les industries textiles. Ils sont de plus en
plus des colorants de synthese, en raison de leurs facilités de fabrication, leurs rapidités de
production et de leurs grandes variétés de couleurs si on les compare aux colorants

naturels. Ils constituent une veéritable industrie et un capital de la chimie moderne, et la
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diversité structurale de ces colorants dérive a la fois, de la diversité des groupements
chromosphériques qui les composent (groupements azoique, anthraquinone, triarylméthane
et phtalocyanine) et de la diversité de la technologie d’application (coloration réactive,
directe, disperse et de cuve) (Benmansour et al. 2009). Les industries textiles, et plus
particulierement les phases de teinture et d’ennoblissement, utilisent principalement des
produits chimiques, nuisibles pour la santé, comme certains colorants azoiques
cancérogeénes, et engendrent une pollution des eaux de surface et des nappes phréatiques.
L'hétérogénéité de la composition des produits utilisés pour teindre fait qu’il est
extrémement difficile d’atteindre des niveaux de dépollution satisfaisant les seuils imposés
par les normes environnementales, aprés traitement par les techniques utilisées

(Benmansour et al. 2011).

1.3. Effluents industriels et normes de rejets

1.3.1. Les effluents liquides industriels

Au cours de ce siécle, un volume important d’effluents industriels a été déversé
directement dans les cours d’eau ou dans les réseaux de collecte. Les raisons avancées
tourneraient autour d’une absence ou une insuffisance d’infrastructure de traitement.
Les auteurs Corcoran et al. 2010 et Piadeh et al. 2014 ont montré qu’a I’échelle globale,
deux millions de tonnes d’effluents industriels sont déversés dans les voies navigables et
environ 90% de ces eaux usées sont rejetées sans traitement dans les riviéres, les lacs ou
les océans dans les pays en développement.

Plusieurs industries, dans des domaines divers allant des mines aux industries chimiques en
passant par les entreprises de métallurgie, rejettent des effluents plus ou moins chargés en
substances minérales, organiques ou toxiques. Ces rejets sont issus des procédés
d’extraction ou de transformation des matic¢res premicres en vue de fabriquer des produits
industriels ou des biens de consommation. Parmi ces effluents, les rejets liquides
industriels définis comme eaux usées comprennent toutes les eaux provenant de locaux
utilisés a des fins commerciales ou industrielles, rejetées dans le milieu extérieur et qui
sont autres que les eaux usées domestiques et les eaux pluviales (Woodard 2001).

De fagon générale, les rejets liquides industriels se composent de 1’'une de ces eaux ou bien
un mélange d’effluents :

v' Eaux de fabrication ou de procédés :Ces eaux polluées proviennent du contact de

I’eau avec les gaz, les liquides ou les solides au cours de la fabrication ou a la
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transformation d’un produit, et qui sont soit continués ou discontinues. Dans I’industrie
alimentaire, ces eaux représentent 1’essentiel de la pollution organique dissoute (Boeglin
1999).

v Eaux des circuits de refroidissement :Les eaux des circuits de refroidissement,
abondantes et généralement non polluées, car elles ne sont pas en contact avec les produits
fabriqués, elles peuvent par contre étre recyclées. Mais elles sont souvent rejetées encore
chaudes (30 a 50°C), et si elles ne sont pas a une temperature incompatible avec un
traitement physique (risque de courants de convection dans les décanteurs) ou biologique,
elles peuvent étre utilisées pour diluer des rejets tres concentrés avant le traitement
(Vilaginés 2010).

v/ Eaux de lavage des sols et des machines :Contrairement aux autres rejets, ces eaux
sont les plus dangereux et les moins maitrisables, a cause du degré de pollution et du débit
des eaux de lavage tres variables, particulierement importants a la fin de la semaine et des
périodes de travail au cours des nettoyages. Elles sont chargées de produits divers, matiere
premiére, liqueurs de fabrication, hydrocarbures, huile de machines, produits détergents, et
des produits bactéricides. Parfois, les lavages des appareils sont faits avec des solutions
tres acides ou tres alcalines, ce qui entraine de fortes variations de pH (Boeglin and
Roubaty 2007). A noter par ailleurs, les caractéres parfois occasionnels de ces rejets qui
peuvent correspondre, par exemple, a des fuites accidentelles de produits durant leurs
manipulations ou leurs stockages(Grosclaude 1999).

v Les mélanges d’effluents :Les mélanges d’effluents, avant leurs traitementssont
intéressants, surtout lorsqu’ils s’agissent de deux rejets de qualités complémentaires, par
exemple d’un effluent acide et d’un effluent basique (Delporte 2007).

D’une maniére générale ces effluents liquides industriels génerent des différents polluants,
constitués souventde matieres organiques, azotées ou phosphorées, des solvants, des
produits chimiques divers, des métaux lourds, des hydrocarbures, des matieres
radioactives, des eaux chaudes, et elles peuvent également contenir des produits toxiques
(Labbardi and Arjdal 2015). Parmi ces polluants rejetés on s’intéresse beaucoup plus aux
polluants organiques quand il s’agit des différents déchets provenant des industries
diverses. Ces usines sont généralement installées au niveau du rivage a la fois pour se
débarrasser des déchets directement et pour faire refroidir leurs machines (industrie
alimentaire, industrie agricole, tannerie et textile, papeterie, industrie chimique, industrie
pétrochimique etc.) (Nabih 2013).
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Selon le dernier rapport de I’agence des nations unies chargée des questions de I’eau,
I’industrie et 1’activit¢é humaine générent le plus d’eaux usées de composition et de
concentration extrémement variables suivant le type d’industrie. Aussi, chaque opération
industrielle génére des quantités et des qualités spécifiques d’eaux usées avec des
caractéristiques variables. Ces derniéres sont définies par des différents paramétres qui sont
utilisés pour I’estimation de la pollution industrielle et servant a caractériser de maniere
globale et pertinente le niveau de la pollution présente dans les effluents. Parmi ces
parametres physiques, chimiques et organoleptiques, on cite les plus importants
(More et al. 2012;Koller 2004) :
v Le potentiel d’Hydrogéne (pH):Le potentiel d’hydrogéne est la mesure de la
concentration des ions H* contenus dans 1’eau ; il est mesuré a ’aide d’un pH-métre et est
donné par la formule: pH = - log (H*). A une température donnée, I’intensité du caractére
acide ou basique d’une solution est indiquée par I’activité de I’ion hydrogéne, cette
intensité varie entre 0 et 14, d’ou une eau est acide lorsque son pH est inférieur a 7 et
alcaline lorsque son pH est supérieur a 7, alors qu’un pH égal & 7 correspondant a la
neutralité (Gaujous 1999).
v' La température :Elle agit comme un facteur physiologique, sur le métabolisme de
croissance des microorganismes vivants dans I'eau. Elle joue un role important dans la
solubilité des sels et surtout des gaz (en particulier 1’0xygene) dans I'eau, ainsi que la
détermination du pH et la vitesse des réactions chimiques (Thomas 1995).
v" Turbidité :Elle est inversement proportionnelle a la transparence de I'eau, elle traduit la
présence de la matiére organique ou minérale sous forme colloidale en suspension dans les
eaux usees. Elle varie suivant les matiéres en suspension (MES) présentes dans l'eau
(Vilaginés 2005).
v La matiére en suspension (MES) :Elles comprennent toutes les matieres minérales
(MMS) de type sable, ou organiques (MVS) de type mucilagineux, qui ne sont pas solubles
dans I’eau. La teneur en maticres en suspension est obtenue par la pesée apreés filtration ou
centrifugation et séchage a 105°C. Elles sont exprimées en milligramme par litre (mg/L)
(Graid 1984).Elles constituent un parametre important qui marque bien le degre de
pollution d’un effluent urbain ou méme industriel. Les MES s’expriment par la relation
suivante :

MES = 30% MMS + 70% MVS (1.1)

38 |



Les matiéres volatiles en suspension (MVS) représentent la fraction organique de MES et
sont obtenues par calcination de ces MES a 525 °C pendant 2 heures. La différence de
poids entre les MES a 105 °C et les MES a 525 °C donne la « perte au feu » et correspond
a la teneur en MVS en (mg/L) d’une eau. Les matiéres minérales (MMS) représentent le
résultat d’une évaporation totale de 1’eau, c'est a- dire son « extrait sec » constitué a la fois
par les matiéres en suspension et les matieres solubles telles que les chlorures, les
phosphates, etc(Duguet 2006).

v" La couleur :La couleur des effluents industriels peut étre forte. Cette coloration est due
a la présence des matiéres organiques dissoutes ou des colloides par des composés
chimiques solubles qui sont colorés (Thomas 1995).

v' Les odeurs :Elles proviennent généralement des substances volatiles. Un changement
anormal ou une apparition d’une odeur sont la caractéristique d’une dégradation de la
qualité d’eau qui est souvent le précurseur d’une pollution. Les paramétres d’odeurs
disposent d’une référence de qualité pour les eaux d’alimentation et les eaux brutes, par
exemple les eaux résiduaires industrielles (ERI) se caractérisant par une odeur de moisi
(Bordet 2007).

v La demande chimique en oxygéne (DCO) :La DCO représente la quantité totale de la
pollution oxydable. Elle correspond a la quantité d’oxygene qu’il faut fournir, grace a des
réactifs chimiques puissants, pour oxyder les matieres réductrices contenues dans une eau
usee. Elle représente donc la totalité de ce qui peut étre oxydé, en particulier certains sels
minéraux oxydables (sulfures,...) et la majeure partie des composés organiques (hors
ammoniaque)(Rodier et al. 2009). Elle est exprimée en mg d’oxygéne par litre d’eau(mg
O2/L).

v' La demande biochimique en oxygéne (DBO) :La DBO correspond a la quantité
d'oxygene nécessaire pour dégrader, par oxydation les matiéres organiques biodégradables
de I'eau usee par l'intervention des bactéries aérobies. Elle s'exprime en mg d’O2/L. Par
convention la DBOsest la valeur obtenue aprés cinq jours d’incubation a une température
de 20°C (Bourier 2008).

La valeur de la DCO est toujour plus élevée que celle de la DBOs(Grosclaude 1991) ; et
on a (Labbardi and Arjdal 2015) :

e DCO =1,52a2 fois DBOs pour les eaux usées urbaines ;

e DCO =1 2a 10 fois DBOs pour I’ensemble des eaux résiduaires ;

e DCO > 2,5 fois DBOs pour les eaux usées industrielles.
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La relation empirique de la matiere organique (MO) en fonction de la DBOs et la DCO est
donnée par 1’équation suivante :

MO = (2 DBOs + DCO)/3 (1.2)
Le rapport DCO/DBOs indique le coefficient de biodégradabilité d’une eau ; il permet de
définir son origineet traduit aussi I’aptitude d’un effluent a étre décomposé ou oxydé par
les microorganismes qui interviennent dans le processus d’épuration biologique
(Koller 2009).
Pour qu’une pollution soit dégradable le rapport doit é&tre inférieur a 2,5
(Rodier et al. 2009). En effet les effluents industriels, on pourra considérer selon le
rapport DCO/DBOs que I’aptitude a la biodégradation est plus au moins favorable a un
traitement  biologique, les régles suivantes étant généralement  retenues
(Rodier et al. 2009) :
DCO/DBOs< 3 effluent facilement biodégradable ;
3 < DCO/DBOs< 5 effluent moyennement biodégradable ;
DCO/DBOs> 5 effluent difficilement biodégradable.
v’ L'oxygene dissous :Est un composé essentiel de I'environnement aqueux, puisqu'il est
le réactif limitant de principale voie de dégradation de la pollution organique. Le dosage de
I'oxygene dissous est trés important dans les études portant sur la qualité des eaux. Les
substances biodégradables consomment de I'oxygéne, si bien que la détermination de sa
teneur constitue une mesure indirecte du degré de pollution (Thomas 1995).
v" Le phosphore :1l se trouve dans I'eau usée sous deux formes, soit comme des sels
minéraux (orthophosphates, polyphosphates) ou des composés organiques. La présence des
orthophosphates dans les eaux naturelles est liée a la nature des terrains traversés, a la
décomposition de la matiére organique, aux engrais phosphatés industriels entrainés par
lessivage ou par infiltration, et la présence des polyphosphates liées a leurs utilisations
dans de nombreuses unités industrielles et industries pharmaceutiques(Amirouche and
Barkai 2007).
v’ L’azote :Il se présente sous diverses formes dans les eaux usées, soit sous forme oxydée
(azote nitreux NOz™ et nitriqgue NOz3’), soit sous forme moléculaire (azote dissous N2)ou
bien sous forme réduite (azote organique, NH4"). L'azote est I'un des éléments qui favorise
la prolifération d'algues et de plantes en général, par conséquent la réduction de sa teneur
avant leur rejet dans les eaux est plus que nécessaire (Amirouche and Barkai 2007).
v Les métaux lourds :lls se trouvent dans les eaux usées urbaines a I'état de trace, par

conséquence leurs concentrations elevees sont en genéral révélatrices d'un rejet industriel
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sans aucun doute.Leurs présencessontnuisibles pour l'activité des microorganismes et

perturbent le processus d'épuration biologique (Amirouche and Barkai 2007).

1.3.2. Normes de rejets

Depuis des decennies, la problématique du rejet des effluents industriels préoccupe les
responsables des industries, les gouvernements, ainsi que les citoyens puisque chacune de
ces parties prenantes est affectée par la gestion et par les conséquences qui en decoulent.
En effet, avec I’acquisition de plus en plus de connaissances en lien avec les impacts de ces
rejets, les gouvernements possédent la responsabilité d’adapter les lois et les réglements en
vigueur afin d’assurer une protection du territoire. Pour les industries, la responsabilité est
de se conformer a ces régulations afin d’assurer le bien-étre des étres vivants. Si ce n’est
pas le cas, le voisinage de ces industries ainsi que 1’ensemble des citoyens peuvent étre
affectés par les conséquences associées aux rejets industriels, tout en étant en mesure de
s’opposer en cas de non-respect des obligations de la part des entreprises. Les effluents
d’un établissement industriel algérien ne peuvent pas étre rejetés sans respect du milieu
naturel. En effet les valeurs limites des parametres indicateurs de la pollution par les
effluents sont mentionnées dans le Journal Officiel de la République Algérienne (JORA)et
fixées par le décret exécutif (N° 06-141 du 20 Rabie EI Aouel 1427) définissant les valeurs
limites des rejets d’effluents liquides industriels, qui doivent étre respectées (Tableau 1.1).
Aussi pour chaque polluant, on prévoit des seuils stricts a ne pas dépasser ainsi qu’une

valeur maximale cumulant I’ensemble des concentrations des composés présents.

Tableau 1.1. Valeurs limites des paramétres de rejets d’effluents liquides industriels

(JORA 2006)
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Tolérances aux valeurs

N° Paramétres \{algurs limites anciennes

limites ; ;

installations
1 Température (°C) 30 30
2 pH (-) 6,5-8,5 6,5-85
3 MES (mg/L) 35 40
4 Azote Kjeldahl (mg/L) 30 40
5 Phosphore total (mg/L) 10 15
6 DCO (mg/L) 120 130
7 DBOs (mgO2/L) 35 40
8 Aluminium (mg/L) 3 5
Substances toxiques
9 bioaccumulables (mg/L) 0,005 0,01
10 | Cyanures (mg/L) 0,1 0,15
11 | Fluor et composés (mg/L) 15 20
12 | Indice de phénols (mg/L) 0,3 0,5
13 | Hydrocarbures totaux (mg/L) 10 15
14 | Huiles et graisses (mg/L) 20 30
15 | Cadmium (mg/L) 0,2 0,25
16 | Cuivre total (mg/L) 0,5 1
17 | Mercure totale (mg/L) 0,01 0,05
18 | Plomb total (mg/L) 0,5 0,75
19 | Chrome total (mg/L) 0,5 0,75
20 | Etain total (mg/L) 2 2,5
21 | Manganése (mg/L) 1 1,5
22 | Nickel total (mg/L) 0,5 0,75
23 | Zinc total (mg/L) 3 5
24 | Fer (mg/L) 3 5
25 | Composés organigues chlorés 5 7
(mg/L)

Les effluents doivent impérativement obéir & des normes établies par la législation en
vigueur (nationale, régionale ou internationale) pour protéger les milieux récepteurs contre
la pollution. Aussi, toutes les installations industrielles générant des rejets liquides doivent
étre concgues, construites et exploitées de maniére a ce que leurs effluents liquides ne
dépassent pas a la sortie de I’installation les valeurs limites des rejets définies par le

présent décret. Elles doivent également étre dotées d’un dispositif de traitement approprié

de maniére a limiter la charge de pollution rejetée (Tableau 1.2).

Tableau 1.2. Tolérance a certaines valeurs limites des paramétres de rejets d’effluents liquides

industriels selon les catégories d’installations (JORA 2006)
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Tolérance aux
Industrie | Catégories Parametres \I/_algurs valeur_s limites
imites anciennes
installations
Quantité (m®/t) 6 8
Abattoirs et pH () 55-8,5 6-9
transformation | DBOs (mgO2/L) 250 300
de la viande DCO (mg/L) 800 1 000
MES (mg/L) 200 250
Température (°C) 30 30
pH (-) 6-9 6-9
Sucrerie DBOs (mgO2/L) 200 400
L DCO (mg/L) 200 250
£ MES (mg/L) 300 350
E Huiles et graisses (mg/L) 5 100
h Température (°C) 30 35
<BE> pH (-) 55-85 6,5-8,5
Levurerie DBOs (mgO2/L) 100 120
DCO (mg/L) 7000 8 000
MES (mg/L) 30 50
Température (°C) 30 30
pH (-) 55-85 6-9
Corps gras DBOs (mgO2/L) 200 250
DCO (mg/L) 700 800
MES (mg/L) 150 200
Débit d’eau (m%j) 1 1,2
Température (°C) 30 35
PH (-) 55-85 55-85
Raffinage de DBOs (mgO2/L) 25 30
pétrole DCO (mg/L) 100 120
MES (mg/L) 25 30
S Azote total (mg/L) 20 25
% Huiles et graisses (mg/L) 15 20
“E Hydrocarbures (mg/L) 5 10
P DBOs (mgO2/L) 30 40
g DCO (mg/L) 120 200
2 Phosphores (mg/L) 2 2
Cyanures (mg/L) 0,1 0,1
Cokéfaction Composés d’Azote (mg/L) 35 40
Indice Phénols (mg/L) 0,3 0,5
Benzéne, Toluene, Xyléne 0,08 0.1
(mg/L)
Hydrocarbures
A)r/omatiques (mg/L) 0,08 0.1

|.4. Effets des polluants organiques sur I’homme, la faune et la flore - Effet sur
la biodiversite
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La grande variété des molécules organiques et leurs multiples origines rendent la détection
et I’étude de leurs impacts tres difficiles et colteux. Cependant, il est reconnu que certains
de ces contaminants s’accumulent dans 1’organisme de certains animaux et entrent dans la
chaine alimentaire, entrainant de nombreux déréglements, de 1’échelle de la cellule a celle
de I’écosystéme. Aussi certains de ces contaminants sont qualifiés de persistants, ils
mettent beaucoup de temps a se dégrader et a disparaitre de 1’environnement, ils peuvent
donc avoir des conséquences a long terme. Par contre, d’autres molécules comme les
pesticides sont dégradés rapidement mais les produits de dégradation sont souvent aussi

nocifs pour I’environnement.

1.4.1. Toxicité et écotoxicité des polluants organiques

La toxicologie étudie les désordres induits dans la physiologie des étres vivants par
I’exposition & des concentrations excessives de composés minéraux ou organiques.
On distingue classiquement la toxicologie de I’écotoxicologue. La premiereétudie les effets
sur la santé de I’individu humain, animal et végétal et ladeuxiéme étudie les effets des
agents polluants sur la structure et le fonctionnement des écosystemes.

La pollution toxique de I’eau est due a I’introduction par I’homme dans I’environnement
des substances nocives non naturelles ou originellement présentes en concentration
moindre. Elle peut provenir des rejets industriels, domestiques, urbains, ou agricoles.
Ces rejets peuvent étre ponctuels (établissement industriel, arrivée d’un égout, ...) ou
diffus (épandage de pesticides en agriculture, retombées atmosphériques, lessivage des
routes, ...). Dans ce concept on peut citer quelques propriétés et données toxicologiques de
certains polluants organiques (Levet 2008) :

e Hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) et pyrolytiques

Ces substances sont dangereuses, en effet leurs toxicitéssont d’autant plus élevées que le
poids moléculaire du HAP est important. Elles sont aussi modérément et lentement
biodégradables, et font partie des polluants organiques persistants (POPs). Les HAP sont
assez résistants a la biodégradation, mais sujets a la biotransformation, ou la métabolisation
ce qui permet une diminution de leurs concentrations le long de la chaine trophique. Ils
sont aussi cancérogenes et provoquent des effets perturbateurs endocriniens suspectés et
dangereux pour I’environnement. Leurs effets sur ’homme sont trés variables selon la
molécule considérée, en effet on distingue différents facteurs d’équivalence toxique (TEF)
basés sur la cancérogénicité. Alors que la valeur 1 est donnée au BaP (Benzo(a)pyréne),

dont le pouvoir initiateur de cancer est maximal, la valeur 0,1 au BbF (Benzo(b)
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fluoranthéne) et BKF (Benzo(k) fluoranthéne), la valeur 0,01 au ANT (Anthracéne) et FLU
(Fluoranthene), et la valeur 0,001 au ACE (Acénaphtene) et NAPH (Naphtaléne)(AFSSA
2003).

e Pesticides

Ce sont des produits destinés a lutter contre les parasites animaux, végétaux et les
adventices indésirables des cultures, des plantes des voiries et les espaces de loisirs. lls
sont constitués d’une ou plusieurs substances actives associées a des agents de formulation.
On peut les classer selon leurs modes d’actions : herbicides, insecticides, fongicides..., ou
selon leurs compositions chimiques : carbamates (amides), organochlorés, triazines etc.
Leurs effets sur I'environnement sont duesa leurs caractéres biocides ; ils peuvent étre aussi
toxiques pour tous les organismes vivants, en fonction de leur mode d’action, de leur
persistance et de leur capacité de bioaccumulation, cette toxicité s’exprime différemment
selon les espéces. Les animaux peuvent étre touchés directement, notamment en bout de la
chaine trophique (biomagnification), ou par le biais de la destruction de leur habitat sous
I’effet des herbicides. Ce sont aussi des substances actives qui se dégradent en de
nombreux produits (métabolites) qui sont parfois plus toxiques que leurs molécules meéres.
On peut dire aussi que tous les pesticides sont potentiellement dangereux pour I’homme, la
toxicit¢é dépendant du mode de pénétration dans 1’organisme. Dans la littérature
scientifique, 1’exposition a certains pesticides a ét¢ liée chez I’homme a des cancers
associés a la suppression immunitaire, des réactions allergiques, des réponses
auto-immunes, la suppression de la fonction immunitaire, des perturbateurs endocriniens
potentiels et une plus grande sensibilité aux agents pathogenes.

¢ Substances pharmaceutiques et hormones

Ce sont des composés synthétiques d’usage trés répandu crées pour avoir un effet
biologique thérapeutique. En effet, ces produits ainsi que des produits de désinfection sont
retrouvés dans I’environnement notamment dans les eaux suite a leurs rejets dans les
stations d’épuration qui traitent de manicre variable et incompléete les médicaments et leurs
métabolites excrétés par 1’lhomme, ainsi que les hormones naturelles et artificielles. 1ls sont
aussi présents dans les effluents d’élevage (traitements internes et externes), les déchets
ménagers enfouis en décharge et contenant des médicaments et par leurs rejets dans les
effluents des hopitaux (anesthésiques, désinfectants, produits d’aide au diagnostic,
anticancéreux, antibiotiques, ...).

Leurs comportements dans le milieu aquatique et leurs effets sur la santé humaine sont

variables selon les propriétés chimiques des principes actifs et de leurs métabolites ; ils
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sont souvent mal ou incomplétement éliminés par les stations d’épuration ce qui engendre
la présence de résidus médicamenteux dans 1’eau avec de tres faibles doses (<100 ng/L),
d’ou I’impact environnemental de ces faibles doses et de leur présence simultanée sur la
faune et la flore sont mal connus avec 1’absence de stratégies définies. Dans ce cas,
I’évaluation du risque de ces contaminants est en général faite sur la base de calculs
théoriques a partir des données de contamination. Certains de ces produits, notamment les
hormones, semblent étre impliqués dans la perte de fertilité et le changement de sexe/ratio
chez les poissons. Quant aux antibiotiques, ils pourraient contribuer aux résistances et
modifications des microorganismes dans le sol voire dans les boues de stations
d’épuration. De plus ces produits peuvent s’accumuler dans les graisses, ce qui pourrait

engendrer des effets toxiques avec un effet a moyen ou long terme (Leszkowicz 2014).

1.4.2. Impact des polluants organiques sur I’homme et ’environnement

Notre société utilise des dizaines de milliers de produits organiques, d’origine naturelle
ou synthétique. Ceux-ci, par leur écotoxicité, persistance, bioaccumulation, ou celles de
leurs métabolites, dans les écosystéemes aquatiques et chez le consommateur en bout de
chaine trophique (homme, oiseau piscivore, mammifere marin,....), sont susceptibles
d’entrainer des menaces pour la santé humaine et pour la biodiversité.

En effet, la pollution du milieu aquatique par les matiéres organiques biodégradables
provoque une surconsommation d'oxygéene pour son élimination, et son excés pouvant
diminuer l'autoépuration de 1’eau. D’autre part 'apport massif des éléments nutritifs tels
que le phosphore (sous forme de phosphate), I’azote (ammonium, nitrates et azote gazeux),
le carbone (gaz carbonique) et d’autres éléments minéraux, provenant essentiellement des
activités humaines, de l'agriculture et de Il'industrie entrainent la croissance anarchique
d'algues et de plantes aquatiques, provoquant ainsi I’eutrophisation. Le milieu aquatique
peut étre aussi perturbé par des apports aux effets divers a savoir : I’augmentation de la
turbidité de I’eau (lavage de matériaux de sabliere ou de carriere, ...), modification de la
salinité (eaux d'exhaure des mines de sel, ...), augmentation de la température (eaux de
refroidissement des centrales nucléaires, ...). D’autre part, ces polluants organiques
produisent la pollution de 1’eau, qui provoque a son tour des effets trés négatifs sur la santé
humaine. En effet, I'absorption d'une eau polluée expose le sujet a des maladies hydriques
trés graves telles que le choléra qui est le plus redoutable. De plus, la poliomyelite, la
typhoide, les gastro-entérites et les diarrhées sont causées par les bactéries et les virus

contenus dans I’eau polluée.
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La pollution chimique a également des graves conséquences sur I'homme du fait de ses
effets cumulatifs. Des substances chimiques toxiques mal éliminées par I'organisme
y demeurent et ne manifestent leurs nocivités qu'apres un temps assez long et de maniere
quasi irréversible. Le plus souvent, ces matiéres toxiques s'attaquent au tube digestif,
provoquant des diarrhées plus ou moins graves et douloureuses. Plusieurs s'attaquent au
foie, voire au systeme nerveux (arsenic, mercure). Les nitrates qui sont par ailleurs
suspectés cancérigénes empoisonnent le sang et perturbent le systeme d'échange d'oxygéne
chez 'homme. L humanité est donc exposée aux conséquences facheuses de la pollution de
I’eau.

Un rapport des nations Unies (U.N.E.S.C.O 2019) conclut que 80 pays souffrent de
pénuries ponctuelles, 28 pays souffrent de pénuries réguliéres, 1,5 milliards d’habitants
n’ont pas acces a I’eau potable, 2 milliards d’habitants sont privés d’installations sanitaires,
1,6 million d'enfants meurent chaque année de diarrhée, due principalement a la mauvaise
qualité de I'eau et au manque d’assainissement. Au vu des résultats alarmants, bon nombre
d’états se sont alignés dans la politique internationale de protection de I’environnement a
travers I’adhésion aux textes internationaux facilitant la mise en ceuvre du droit a I’eau en
adoptant au fur et a mesure leur propre droit relatif a 1’eau. Parallélement, les chercheurs se
sont investis au développement des procédés de protection et de traitement de 1’eau.

L’eau constitue donc une denrée rare et doit étre préservée des substances toxiques portant
atteinte a la santé humaine et aux écosystemes. Elle doit étre préservée de la pollution par
une utilisation raisonnée et des traitements efficaces et durables de la ressource exploitée

avant rejet.

L.5. Cas particulier des effluents de ’industrie textile

L'industrie textile rassemble de tres nombreux métiers tout au long d'une chaine de
transformation partant de matieres premieres fibreuses jusqu'a des produits semi-ouvrés ou
entierement manufacturés. Elle présente 1’avantage de représenter une filiere compléte qui
va de la matiere brute au produit fini livrable au consommateur.Dans I’industrie textile, on
peut trouver essentiellement deux types d’activité (Tableau 1.3) :

v' L’activité mécanique qui n’engendre qu’une trés faible pollution (préparation de la
laine, filature du coton et tissage) ;

v’ L’activité de la finition textile ou ennoblissement (blanchiment, teinture, impression

etappréts) (Dulucq and Lancon 2004).
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Tableau 1.3. Identification des principaux procédés d’une entreprise textile et les effluents associés
(Amirouche and Barkai 2007)

Activité Rejets associés
Préparation de la laine - Rejets liquides fortement chargés en matieres en
suspension et matiéres organiques.
Filature - Aucun rejet liquide,
- Rejets gazeux constitués de poussiéres.
Tissage/tricotage - Présence de poussiéres,

- Présence d’agents d’encollage,
- Faible consommation en eau.

Ennoblissement/prétraitements - Rejets contenant des huiles, cires, soude,
détergents et produits auxiliaires.

- Blanchiment - Eaux de blanchiment (69 % du volume des
effluents liés a I’ennoblissement).

- Teinture - Constitués d’eau, de colorants non fixés,
colorants utilisés souvent insolubles dans 1’eau.

- Impression - Colorants, liants, adjuvants et épaississant.

- Appréts chimiques Eaux de vidange et de nettoyage des machines

(produits chimiques).

1.5.1. Caractéristiques des effluents industriels textiles

Le caractére fondamental des industries textiles est leur tres grande diversité par les fibres
traitées (naturelles, artificielles, synthétiques), les procédés de teinture et les produits
utilisés (colorants en particulier). Cette diversité se répercute évidemment sur la nature et
la quantité deseffluents rejetées pendant les diverses activités du procédé de fabrication
textile. Parmi ces activités, I'ennoblissement textile utilise toute une série de composés qui
ne sont pas directement biodégradables ; cette activité est responsable de rejets dans
I’environnement d’une quantité considérable d’eau, d’une composition chimique
hétérogéne qui est caractérisee par une dilution de la pollution, due trés souvent a
I’utilisation massive d’eau aux ringages, et une coloration intense. Cette coloration est en
fonction du colorant employé et de sa technique d’utilisation.Dans le cas général, on
définit les effluents textiles rejetés comme des polluants tres variés avec une grande
complexité chimique qui sont généralement biodégradables, et qui peuvent étre regroupés
en quatre grandes catégories :

v' La premiere catégorie est constituée de polluants qui influent sur le bilan de 1’oxygéne
de I’eau, entrainent lors de leur dégradation une baisse du taux d'oxygene en dessous du
seuil requis et declenchent un processus de putréfaction de I'eau, et agissant sur la survie

des poissons et d’autres organismes aquatiques.
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v' La deuxiéme catégorie est constituée des matiéres en suspension (MES), qui
représentel'ensemble des matiéres solides de diverses natures, insolubles, en suspension
dans les eauxusées, susceptibles d'étre séparées de I'eau (par décantation ou filtration).

v' La troisieme catégorie est constituée des nutriments, qui sont des éléments minéraux
(I'ammoniaque, les nitrites, I'azote Kjeldahl, et les phosphates). En excés, ces éléments
nutritifs, provoquent un développement anormal de certains végétaux (algues, plantes
aquatiques) dont la décomposition consomme de grandes quantités d'oxygene, conduisant
au phénomeéne d'eutrophisation et le détriment des organismes aérobies, en particulier les
poissons.

v' La quatrieme catégorie comprend les métaux lourds, qui présentent différents risques
pour I’environnement et la santé (ASBL 2007).

On peut identifier aussi, les effluents textiles rejetes selon le mode d’utilisation de certains
produits dans leurs différentes activitéscomme suite : les acides organiques et minéraux,
les alcalis (soude, carbonate), les oxydants provenant du blanchiment (eau oxygénée,
chlorite, ou bichromates).Aussi on a les révélateurs de certains colorants, les réducteurs
(hydrosulfite et sulfite de sodium), les adjuvants (mouillants et détergents), les produits de
mercerisage et d’apprét (amidon, alginate, enzymes, etc.) et les émulsifiants (alginates)
utilisés pour la préparation des pates d’impression.

En plus de ces produits polluants, les effluents textiles peuvent étre 1’objet de deux types
de nuisance : une élévation de la température de I'eau car les différentes opérations de
teinture s’accompagnent de déversements d’eau chaude en telle quantité que I’effluent total
atteint des température supérieure a 40 °C alors que la température maximum autorisée est
de 35 °C, et un pH entre 6 et 9 prescrit pour les eaux sortant des stations d'épuration
correspondantes (ITMF 1991).

En conclusion, la composition chimique des effluents issus d’une unité de fabrication
textile change rapidement en fonction de la demande du consommateur et de ses
préférences, ainsi que suivant les restrictions imposées par les Iégislations concernant les

effluents textiles et les biens du consommateur (Benaissa 2011).

1.5.2. Législation sur I’environnement

La législation sur les rejets d’eaux résiduaires devient de jour en jour, de plus en plus
stricte. L’Algérie est dotée d’une réglementation 06-141 sur les rejets d’effluents textiles
dans le milieu hydrique. Le Tableau 1.4 récapitule les limites réglementaires de ces rejets.
Tableau 1.4. Valeurs limites des paramétres de rejets des effluents textiles (JORA 2006)
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Paramétres Unité Valeurs limites Toleran_c €S aux valeurs_ limites
anciennes installations

Température °C 30 35

pH - 6,5-8,5 6-9
DBOs mgO2/L 150 200
DCO " 250 300
Matiéres décantables " 0,4 0,5
Matiere non dissoute " 30 40

Oxydabilité " 100 120
Permanganate " 20 25

Certaines substances a risques ont été réglementées par le législateur européen, et parfois
par les législateurs nationaux, afin d’imposer aux professionnels des obligations visant a
protéger le consommateur. Encore, il existe des réglementations sur les colorants azoiques
(directive 200/61), le nickel (directive 1994/27), le cadmium (Directive 1991/338), et le
mercure (directive 89/677).

Le réglement 552/2009 du 22/06/2009 est venu intégrer 1’ensemble de ces textes (repris
initialement dans la directive européenne 76/769/CEE) a I’annexe XVII du réglement
1907/2006 du 18 décembre 2006 concernant 1’enregistrement, I’évaluation et I’autorisation
des substances chimiques ainsi que les restrictions applicables a ces substances (REACH).
Cette annexe reprend donc 1I’ensemble des réglementations en termes de toxicité, parmi
lesquelles on retrouve celles applicables au secteur textile-habillement. Ces textes font
désormais partie intégrante du dispositif (REACH) au titre des restrictions. Toutefois,
certaines substances ne font pas I’objet d’un texte précis mais peuvent avoir des effets
néfastes sur la santé du consommateur ou sur I’environnement comme les colorants

allergénes et cancerigénes, comme par exemple le formaldéhyde (Merzoug 2014).

1.5.3. Toxiciteé des effluents et des colorants textiles

a) Toxicité des effluents textiles

Le développement industriel accéléré des techniques modernes a engendré une pollution
trés importante ; en effet, la grande diversité des industries textiles se répercute sur la
nature et la masse de pollution rejetée, celle-ci est devenue plus massive, plus variée et
plus insidieuse. Devant I’extréme diversité de ces rejets, il est évident que ces effluents
déversés sans traitement approprié, entrainent des changements indésirables dans le milieu
récepteur et des pollutions tres néfastes (Dégrémont 1984), ainsi qu’un impact sur la
qualité physico-chimique des cours d’eau et donc sur la biodiversité de leur faune et flore.
Parmi ces effluents on peut citer a titre d’exemple 1’effet néfaste de quelques polluants

organiques tels que les composés tensioactifs qui tendent a réduire le pouvoir d'auto
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épuration des cours d'eau et met en péril la vie des microorganismes et des poissons. Aussi,
les colorants solubles dans I'eau qui constituent une source de pollution spécifique ; en cas
de forte coloration, les plantes ne recoivent plus suffisamment de lumiére, etc.

Dans ce sens on distingue deux types de dangers engendrés par ces effluents textiles et qui
sont les suivantes :

e Les dangers potentiels

L’eutrophisation : Est la modification et la dégradation d'un milieu aquatique, lié en
général a un apport excessif de substances nutritives, qui augmentent la production
d’algues et des especes aquatiques. Ces substances peuvent étre évacuées dans le milieu
naturel, telles que les phosphates, utilisés comme détergent lors du processus
d’ennoblissement (Yuseuf 2004) ou les nitrates libérés sous I’action des microorganismes
sur les colorants textiles (Kaushik et al. 2010). L’introduction de ces ions minéraux en
quantités trés importantes peut devenir toxique pour la vie piscicole, et altérer la
production d’eau potable. Aussi, leurs consommations par les plantes aquatiques accélérent
la prolifération anarchique de ces plantes et conduit a I’appauvrissement en oxygeéne par
I’inhibition de la photosynthése dans les strates les plus profondes des cours d'eaux et des
eaux stagnantes.

La sous-oxygénation : Lorsque des charges importantes de matiére organique sont
apportées au milieu via des rejets textiles ponctuels, les processus naturels de régulation ne
peuvent plus compenser la consommation bactérienne d'oxygéne. Il a été estimé que la
dégradation de 7 a 8 mg de matiére organique par des microorganismes suffit pour
consommer I'oxygéne contenu dans un litre d'eau (Manahan 1994).

La couleur, turbidité, odeur:I’accumulation des matiéres organiques dans les cours d'eaux
évacuées des industries textiles induit D’apparition de mauvais gofits, prolifération
bactérienne, odeurs pestilentielles et colorations anormales. Willm et al. 1998 ont évalué
qu’une coloration pouvait étre pergue par I’ceil humain a partir de 5.10°° g/L. En dehors de
I'aspect inesthétique, les agents colorants ont la capacité d'interférer avec la transmission de

la lumiere dans 1’eau, bloquant ainsi la photosynthese des plantes aquatiques.

e Lesdangers along terme

La persistance : Les effluents textiles constituent des colorants organiques synthétiques qui
sont des composes difficiles a étre épurés par degradation biologique naturelle
(Pagga and Brown 1986).Cette persistance est due principalement a leur réactivité
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chimique : les aromatiques sont plus persistantes que les alcanes et leurs persistances
augmentent avec le nombre de substituant. Les composés saturés sont plus persistants que
les insatures et les substituant halogénes augmentent plus la persistance des colorants que
les groupements alkyles.

La bioaccumulation : Si un organisme ne dispose pas de mécanismes spécifiques, soit
pour empécher la résorption d’une substance chimique, soit pour I’éliminer une fois qu’elle
est absorbée, alors cette substance s’accumule et se concentre dans tout ou une partie de
leur organisme (partie vivante ou inerte telle que I'écorce ou le bois de I'arbre, la coquille
de la moule, la corne, etc...). Chez un méme organisme, la capacité de la bioaccumulation
peut fortement varier selon I’age et 1’état de santé, ou selon des facteurs externes (saison,
teneur du milieu en nutriments ou co-facteur). Aussi, les espéces qui se trouvent a
I'extrémité supérieure de la chaine alimentaire, y compris I'nomme, se retrouvent exposées
a des teneurs en substances toxiques pouvant étre jusqu’a mille fois plus élevées que les
concentrations initiales dans I'eau. Certaines substances non ou peu dégradables présentes
dans les rejets textiles sont persistantes dans les organismes (bio-persistance) vivants car
elles ne sont pas métabolisées. Leurs possibilit¢ d’accumulation est d’autant plus
importante que les organismes n'ont pas d'autres alternatives que de les éliminer ou de les
stocker (Servais 1999). Aussi, la pollution minérale due notamment aux métaux lourds
principalement émis par le secteur textile, présente un risque pour la vie aquatique et sur la

santé humainepar leurs accumulations dans la chaine alimentaire (ASBL 2007).

b) Toxicité des colorants textiles :

Les colorants textiles sont de plus en plus des colorants de synthése, en raison de leurs
facilités de fabrication, de leurs rapidités de production et de leurs grandes variétés de
couleur si on les compare aux colorants naturels. Aujourd’hui, les colorants de synthese
constituent une véritable industrie et un capital de la chimie moderne, avec une diversité
structurale provenant a la fois de la diversité des groupements chromophores qui les
composent et de la diversité de la technologie d’application. La production mondiale de ces
colorants de synthese est évaluée a 800 000 t/an. Une bonne quantité de colorants est
perdue, par manque d'affinité avec les surfaces a teindre, approximativement 140 000 t/an,
sont rejetées lors des étapes de fabrication et coloration des tissus (Ben Mansour et al.
2011). Plus particulierement les phases de teinture et d’ennoblissement, utilisent
principalement des produits chimiques, nuisibles pour la santé humaine, comme certains

colorants azoiques et anthraquinoniques cancerogenes.
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Les colorants azoiques sont caractérisés par la présence au sein de la molécule d'un
groupement azoique (-N=N-) reliant deux noyaux benzéniques. Cette catégorie de colorant
est actuellement la plus répandue sur le plan de I’application, puisqu’il représente plus de
50% de la production mondiale de matiéres colorantes. Il est estimé que 10-15% des
quantités initiales sont perdues durant les procédures de teinture et sont évacuées sans
traitement préalable dans les effluents (Bauer et al. 2001). Aussi, ces composés
organiques cancerigenes sont réfractaires aux procédes de traitements habituellement mis
en ceuvre et sont trés résistants a la biodégradation (Pagga and Brown 1986).

Les colorants anthraquinoniques sont d’un point de vue commercial, les plus importants,
apres les colorants azoiques. Leur formule générale dérivée de 1’anthracéne, montre que le
chromophore est un noyau quinonique sur lequel peuvent s’attacher des groupes hydroxyle
ou amino. Ces produits sont utilisés pour la coloration des fibres polyester, acétate et tri-
acétate de cellulose. Ils constituent en effet la classe de colorants présentant la plupart du
temps les meilleures stabilités a la lumiére et aux agents chimiques.La molécule de base de
ce groupe de colorants est I’anthraquinone qui présente le groupe chromophore carbonyle
(>C=0) sur un noyau quinonique, qui est le chromogene(Stolte and Vieth 2001).

La toxicité des différents types de colorants (mortalité, effet mutagénique et cancérigéne) a
été éetudiée par plusieurs travaux de recherche aussi bien sur des organismes aquatiques
(poisson, algues, bactéries, etc...) que sur les mammiferes. En outre, des recherches
effectuées sur divers colorants commerciaux ont montré les effets toxiques et/ou
carcinogéniques des colorants synthétiques qui sont a 1’origine d’une pollution
environnementale considérable et un risque tres sérieux pour la santé publique
(Boulal and Bouchema 2014). A titre d’exemples, les colorants basiques sont les plus
toxiques pour les algues (Specht and Platzek 1995). Ce résultat a é€té prouveé par le test de
mortalité des poissons effectués sur 3000 colorants commerciaux ou il s'est avéré que les
colorants basiques, et plus particulierement ceux de la famille de triphénylméthane sont les
plus toxiques. Par ailleurs, les poissons semblent étre relativement sensibles aux colorants
acides (Brown and DeVito 1993). D'autre part, la mortalité examinée avec des rats a
montré que seulement 1% sur 4461 colorants commerciaux présentent des valeurs de
DLsoau dessous du poids corporel de 250 mg/kg. Par conséquent, la chance de la mortalité
humaine due a la toxicité aigué de colorant est probablement trés basse. Cependant, il faut
sensibiliser I'étre humain a I'utilisation de certains colorants (Chung et al. 1981).

On différencie la toxicité de ces colorants textiles comme suite :

e Toxicité sur la santé humaine
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Plusieurs travaux de recherche sur les effets toxiques des colorants textiles sur la santé
humaine ont été développés. Un colorant est toxique lorsqu’il posséde la capacité de
modifier le code génétique des cellules humaines et de déclencher potentiellement des
effets cancérigénes. En effet leur teneur en groupements cancérigénes sous forme
électrophile ou radicalaire tels que les groupements aromatiques, cyanurés, sel de baryum
et de plomb attaque les bases pyrimidiques de I’ADN et de I’ARN et causer par
conséquent, une altération du code g@énétiqgue avec mutation et risque de cancer
(Boulal and Bouchema 2014).

Pareillement, les colorants aminés sont souvent aptes a provoquer des irritations de la peau
et des dermites. Des effets similaires avec production d’eczéma et d’ulcération ont été
observés chez les ouvriers d’usine de fabrication des colorants de la série du
triphénylméthane (Abouzaid 2001). Des réactions allergiques, asthme quelquefois et
surtout des dermites eczémateuses ont été observés avec divers colorants aminés azoiques,
anthraquinoniques, ainsi qu’avec certains colorants du groupe des naphtalénes
(Desoille et al. 1987). Les colorants de synthése a base d’amines entrainent des risques
cancérogeénes, des tumeurs urinaires et plus spécialement les tumeurs bénignes et malignes
de la vessie (Desoille et al. 1987). L’utilisation des colorants a base d’arsenic tels que le
vert de scheele (arsénite de cuivre), vert de schweinfurt (acéto arsénite de cuivre)
provoquent des troubles digestifs (digestion pénible, nausée et diarrhée) et peuvent étre a
I’origine des irritations de peau, des muqueuses oculaires et pulmonaires et surtout de
cancer (Desoille et al. 1987). La granulomatose pulmonaire est signalée chez les femmes
utilisant des laques colorées et parfumées plusieurs fois par jour pendant des années
(Desoille et al. 1987).

En particulier, les colorants azoiques, causent des problémes de santé tres séveres, lesquels
sont caractérisés par la présence de groupe azo (-N=N-). Ils sont responsables de
I’apparition d’hépatomes et d’effets cancérigénes pour 1’homme et [’animal
(Robert et al. 2000; Bereket et al. 1997; Namasivayam et al. 1994). L’augmentation du
nombre de cancers de la vessie observés chez des ouvriers de 1’industrie textile, est reliée a
leur exposition prolongée aux colorants azoiques (Costa and Rodrigues 1982).
Mais la plupart de ces colorants ne sont pas initialement cancéerigenes, excepté ceux a
groupement amine libre (Rosenkranz and Klopman 1990). Cependant, la réduction de
ces colorants (rupture de la liaison azoique) génere la formation d’amines aromatiques
connues comme mutagenes et cancérigénes (Bereket et al. 1997). En revanche, la toxicité

de ces amines aromatiques est fortement liee a la structure spatiale de la molécule ou, en
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d'autres termes, a la position des groupes aminés (Jung et al. 1992). Aussi la rupture des
liaisons azoiques de ces colorants entraine la formation d’amines primaires qui causent la
méthémoglobinémie, caractérisée par un empéchement du transport d’oxygéne dans le
sang.

e Toxicité sur les milieux aquatiques

Dans les rivieres, les rejets d'effluents des industries textiles chargés en colorants, peuvent
nuire grandement aux espéces animales, végétales ainsi qu'aux divers microorganismes
vivant dans ces eaux. Cette toxicité, pourrait étre liée a 1’augmentation de la DBOs et la
DCO, et a la diminution de la capacité de réaération des cours d’cau, c'est-a-dire, la
diminution de I'oxygeéne dissous dans ces milieux et retardant 1’activité de photosynthése
(Poots et al. 1978).Par ailleurs, la trés faible biodégradabilité de ces colorants, due a leurs
poids moléculaires élevés et a leurs structures complexes, conférent a ces composés un
caractére toxique pouvant étre élevé ou faible (Rais and Rajeev 2010). De ce fait, ils
peuvent persister longtemps dans les milieux aquatiques et présentent un danger potentiel
de bioaccumulation qui peut affecter les différentes étres vivantes de la chaine alimentaire,
engendrant ainsi des perturbations importantes et non esthétique dans les différents
mécanismes naturels existant dans la flore (pouvoir d’auto-épuration des cours d’cau,
phénomeéne d’eutrophisation, inhibition de la croissance des végétaux aquatiques, ...) et
dans la faune (destruction d’une catégorie de poissons, des microorganismes, ...). Dans ce
cas, la dose létale (DLso) qui signifie la mort de 50% d'espéces animales testés en
expérimentation, reste le meilleur parametre pour évaluer les effets toxiques causés par ces
déversements (Kebiche 1996). En effet, plusieurs travaux de recherche et tests
expérimentaux ont mentionné que :

v Les algues peuvent étre inhibés a 35% ou stimulés & 65% par les rejets d'effluents des
industries textiles(Walsh et al. 1980).

v" Le colorant « Fuchsine » inhibe la croissance des algues et des petits crustacés pour des
concentrations minimales de 1 mg/L et 20 mg/L, respectivement (Baghriche 2005).

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 (Meink et al. 1977).

v' Le bleu de victoria, le violet de méthyle, le noir anthracite BT et le vert diamant, sont
trés toxiques pour la faune et la flore a partir de concentrations de 1mg/L(Baghriche
2005).

v" Les colorants cationiques (ou basiques) sont généralement trés toxiques et résistent a

toute oxydation.
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v' D’autres études ont montré que le colorant cationique (standocryl orange) est trés

toxique pour les microorganismes (Milano et al. 1995).

1.5.4. Traitement des colorants textiles

Le secteur textile fait partie des branches d’activités générant la moitié¢ des flux industriels
de pollution. La plus grande part des effluents industriels est représentée par
I’ennoblissement au cours duquel, des quantités plus ou moins importantes de colorants
sont perdues, ce qui rend les effluents issus de ce secteur trés colorés et difficiles a traiter.
En effet, le traitement de ces eaux polluées par ce type de colorants nécessite des
techniques de dépollution adaptées par la mise au point de méthodes de traitement et
I’optimisation des procédés existants. Néanmoins, la composition trés hétérogene de ces
eaux polluées, conduit toujours a la conception d’une chaine de traitement assurant
I’¢limination des différents polluants par étapes successives. La premicre étape consiste a
éliminer la pollution insoluble par I'intermédiaire de prétraitements (dégrillage, dessablage,
déshuilage, etc...), et la deuxieme étape comprend des techniques de dépollution qui se
divisent en trois types différents (Hao et al. 2000; Dos Santos et al. 2007):

v’ Physique : méthode de précipitation (coagulation, floculation, sédimentation),
adsorption sur charbon actif, osmose inverse, filtration, incinération, etc.

v' Chimique : oxydation (oxygéne, ozone, NaOCI, H20>), réduction (Na2S.0.), méthode
complexometrique, résine échangeuse d’ions, etc.

v' Biologique :traitement aérobie, traitement anaérobie, décoloration par les champignons,
les algues, les levures, les bactéries, etc. Parmi ces procédés, seuls les plus couramment

rencontrés seront abordés succinctement dans les paragraphes suivants.

a) Méthodes physiques

Le traitement des eaux usées par les méthodes physiques est souvent une étape
intermédiaire suivie la plupart du temps par un traitement biologique. Dans le cas du
traitement des eaux chargées de colorants, ce type de traitement ne fait que concentrer ces
colorants, ce qui est considéré comme un transfert de pollution, puisque les molécules ne
sont pas détruites. On distingue dans cette catégorie, les procédés suivants
(Vandevivere et al. 1998; Forgacs et al. 2004) :

¢ La coagulation/floculationqui est souvent appliquée pour le traitement des eaux usées
pour enlever davantage la demande chimique en oxygéne (DCO) et la couleur avant un

traitement biologique.Toutefois, ces deux procédés générent des quantités énormes de
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boues a la fin de traitement, ce qui nécessite des investissements supplémentaires pour
gérer ces boues en vue de les valoriser, régénéreret réutiliser(Errais 2011).

e L’adsorption sur le charbon actif ou sur d'autres matériaux adsorbants peut étre
utilisée pour éliminer plusieurs colorants des eaux usees, ou le polluant est transféré de la
phase fluide vers la surface du solide.Le charbon actif, est 1’adsorbant le plus
communément utilisé pour la réduction de la couleur a cause de sa capacité d'adsorption
élevée. Toutefois, cette méthode physique ne résout pas le probléme car elle ne fait que
déplacer la pollution de I'état liquide a I'état solide. De plus, cette technique non
destructive, nécessite des opérations postérieures onéreuses de régénération et de post-
traitement des déchets solides (Bouafia 2010).

e La filtration sur membrane est un procédé piloté par une pression hydraulique dans
lequel les polluants sont retenus par une membrane semi-permeable dont le diamétre des
pores est inférieur & celui des molécules a eliminer, pour produire un perméat purifié et un
concentrat qui recoit les impuretés minérales ou organiques. Cette technique est largement
utilisée dans le dessalement de 1I’eau de mer. Selon la qualité de I’eau désirée, on distingue,

I’ultrafiltration, la microfiltration, la nanofiltration ou encore 1’osmose inverse.

b) Méthodes biologiques

L’elimination des polluants organiques par les microorganismes constitue un moyen
biologique utilisépour 1’épuration des milieux naturels.Les méthodes de traitement
biologiques conventionnelles se sont montrées inefficaces pour la décoloration et la
dégradation des certains colorants synthétiques qui renferment un degré tres élevé des
cycles aromatiques avec une stabilité trés importante (Sheng and Chi 1993). Néanmoins,
plusieurs aspects de la décomposition des colorants synthétiques par des microorganismes,
ont été revus par certains auteurs (Forgacs et al. 2004;Fang 2004).Toutefois, certaines
méthodes microbiologiques ont prouvé leurs efficacitésvis-a-vis de la dégradation de
certains colorants synthétiques. Aussi, beaucoup de recherches ont démontré la
biodégradation partielle ou compléte des colorants par voie biologique (Omernik 1977;
Andreozzi et al. 1999). Les avantages que présente ce genre de traitement sont résumés
dans le fait que les codts de fonctionnement sont bas et que les produits finaux obtenus
suite a la minéralisation compléte du colorant ne sont pas toxiques.

Les procédés biologiques se partagent en plusieurs catégories qui sont les suivantes :

e Le traitement aérobie : llest resté longtemps un moyen pour dégrader un grand

nombre de polluants organiques. Pour cet effet, des unités biologiques constituées d’un
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bassin de boues activées et de réacteurs dits a lits bactériens sont utilisés, ou les polluants
sont décomposés par des bactéries aérobies et d’autres microorganismes en une boue qui
sédimente (dans le cas idéal, ces polluants organiques sont oxydés jusqu’au dioxyde de
carbone). Apres épuration, cette boue est séparée des eaux usées par sedimentation dans un
décanteur, une partie est recyclée et le surplus est évacué aprés pressage ou centrifugation.
Ce procédé est avéré efficace pour certaine catégorie de rejets textiles
(Zhenhu et al. 2010), mais dans certains cas, elles ne sont pas suffisamment efficaces pour
quelques colorants textiles, tels que les colorants azoiques (& cause des groupes sulfonés),
les colorants acides et les colorants réactifs qui se sont révélés persistants et résistent a ce
mode de traitement (Cunningham et al. 1994; Lin et al 2002). Dans ce cas, la
décoloration observée n’est attribuée qu’a I’adsorption de ces polluants sur les boues
activées et non a leurs dégradations. Seuls les colorants de structure chimique simple et de
faible poids moléculaire et Iégérement substitués, ont des taux de décoloration importants
(Sanir and Banerjee 1999).

e Letraitement anaérobie : Il s'effectue en I'absence d'oxygéne et forme du dioxyde de
carbone, du méthane et de I'eau. Ce procédé présente une efficacité importante dans le
traitement des effluents trés chargés, caractérisés par une DCO relativement élevée.
Il permet aussi de produire des quantités importantes en méthane qui est utilisé comme
source d’énergie.

Des études ont montré aussi que les conditions de réduction dans la digestion anaérobie
sont adaptées a la décoloration des colorants azoiques par clivage de la liaisonazo
entrainant une destruction subséquente du groupe chromophore, mais une minéralisation
compléte est impossible dans ce type de procédé. Aussi 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 (Weber and
Wolfe 1987; Carliell et al. 1995).

e La décoloration par les champignons : La dégradation et 1’oxydation des colorants
synthétiques (notamment azoiques) par les champignons de putréfaction blanche
impliquerait 1’expression des enzymes lignolytiques extracellulairesqui sont les
peroxydases, telles que les lignines peroxydases (LiP), les manganeses peroxydases (MnP)
ou les phénoloxydases (la laccase). Le mécanisme commence par I’oxydation de ces
enzymes durant leurs cycles catalytiques par H2O2, et la forme oxydée formée serait
immédiatement réduite a sa forme d’origine par un substrat qui est le colorant azoique

(Eichlerova et al. 2005;Harazono and Nakamura 2005).
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Bien que les champignons soient les premiers microorganismes identifiés capables de
dégrader les colorants synthétiques et qu'ils se soient montrés efficaces dans certains cas
compares aux autres microorganismes, le traitement des rejets textiles chargés en colorants
par les champignons pose beaucoup de problemes. En effet, ’effluent textile n’est pas
I’environnement adéquat pour la croissance et la conservation de la biomasse fongique
(Robinson et al. 2001), car le traitement des colorants dans un volume d’eau important
(unité de traitement biologique) étant trés difficile, il est nécessaire de concentrer les
colorants en réduisant la quantité d’eau (Nigam et al. 1996). En outre, ’activité de la
lignine peroxydase, meilleure a un pH acide (pH = 4,5 a 5), exige une acidification de 1’eau
usée qui est généralement trés alcaline. Outre un cout d’acidification élevé, cela inhibe la
croissance des autres microorganismes utiles, tels que les bactéries, surtout si le traitement
est realisé avec un consortium de microorganismes (Swam and Ramsa 1999). Par ailleurs,
d'autres polluants de 1’eau usée, particulicrement les composés aromatiques, peuvent
interférer avec la dégradation fongique des colorants.

La décoloration par des algues:L’action décolorante des algues a fait 1’objet d’un nombre
trés limité de travaux. Une étude réalisée par Jingi and Houtian 1992 a montré que les
espéces Chlorella, Oscillatoria et Spirogyra étaient capables de dégrader les colorants
azoiques. Leurs actions décolorantes dérivent de I’expression d’une azo-réductase (enzyme
responsable de la fission de la liaison azote= azote) aboutissant a la production des amines
aromatiques correspondantes, qui sont par la suite completement oxydees.

e La décoloration par les levures:Dans la littérature, les études portant sur la
dégradation des colorants synthétiques (notamment azoiques) par des levures sont trés
limitées. Récemment, Ramalho et al. 2002 ont testé la souche de levure Candida
zeylanoides pour réduire des colorants azoiques modeles, et en 2004, cette méme équipe
apu caractériser 1’activité enzymatique responsable de la dégradation des colorants
azoiques et présenter un an plus tard le systéme enzymatique d’azoréduction(Ramalho
2005).

Le nombre de travaux réalisés sur les levures reste trés limité en raison de la difficulté a les
manipuler et des inconvénients majeurs qu’elles procurent. En effet, outre la difficulté a les
cultiver, I’efficacité des levures vis-a-vis des colorants est tres faible (la cinétique de
décoloration est lente et peut prendre plusieurs dizaines de jours) car les levures nécessitent
de s’adapter, c'est a dire de s’acclimater avant d’aborder la décoloration proprement dite.

e La décoloration par les bactéries :De nombreuses études ont montré la capacité des

bactéries a dégrader les colorants. Contrairement aux champignons et aux actinomycetes,
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qui dégradent les colorants par voie extracellulaire (implication des LiP, MnP, laccases,
etc...), les bactéries agiraient plutdét par voie intracellulaire. L’action décolorante
dépendrait alors non seulement de ’activité enzymatique cytoplasmique mais aussi de la
filtration des molécules a travers la membrane cellulaire. Dans la littérature, la dégradation
compléte ou minéralisation de colorants azoiques par les bactéries est décrite par la
succession de deux étapes essentielles : une azoréduction anaérobie suivie d’une oxydation
aérobie des amines aromatiques formées lors de 1’étape précédente. L’azoréduction est
décrite comme 1’étape clé de la minéralisation des colorants, notamment cette étape est
suffisante pour la décoloration des molécules. Certaines souches échappent cependant a
cette condition d’anaérobiose et sont capables de réduire les colorants azoiques en présence
d’oxygene. On distingue alors deux catégories des bactéries decolorantes selon leurs

comportementsvis a vis de 1I’oxygéne : aérobie et anaérobie.

c) Méthodes chimiques

Les techniques d’oxydation chimiques sont généralement appliquées pour le traitement des
eaux usees chargées en constituants résistants aux méthodes de biodégradation, qui sont
présentes en fortes concentrations. Ces techniques appliquées aussi en prétraitement pour
transformer les polluants organiques toxiques en composeés moins toxiques qui pourront
par la suite subir un traitement biologique, ou ils sont utilisés en post traitement pour
réduire la toxicité aquatique.

Parmi les choix basés sur I'oxydation des polluants, plusieurs possibilités s'offrent pour ce
genre de situation, telles que l'incinération, I'oxydation par voie humide, ainsi que les
procédés d'oxydation avancée (POA).

e Procédés d’oxydation avancée : Ces méethodes de traitement constituent des procédés
destructifs qui ont pour but de minéraliser totalement les polluants en CO2, H2O et
composés inorganiques. Si la charge polluante est trop élevée ou le débit trop important
pour une minéralisation totale, elles visent au moins la dégradation des polluants en
composés moins toxiques et si possible moins concentrés. La particularité de ce procéde
tient a la génération dans le milieu aqueux d’entités trés réactives et tres oxydantes, les
radicaux hydroxyles *OH. En effet, le radical *OH est un oxydant plus puissant que le
peroxyde d’hydrogéne H20, ou 1’0zone Os, et peut réagir sur les molécules organiques soit
par substitution d’un atome d’hydrogéne, soit par 1’addition sur une double liaison

éthylénique, soit encore par le transfert d’¢électron.
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Les eaux traitées par cette technique sont décolorées, et les produits intermédiaires obtenus
(amines aromatiques) sont facilement dégradés par les microorganismes (Appleton 1996).
Cao et al. 1998 ont appliqué cette technique sur une solution aqueuse de cing colorants
azoiques, a savoir : Acide Orange Il, Acide Orange IV, Acide Orange GG, Acide Orange,
Acide Red 3B et Orange |, et le taux de décoloration obtenu aprés quelques minutes est
satisfaisant. Aussi Hamada et al. 1998ont proposé de traiter les colorants azoiques par
hypochlorure de sodium, mais méme si la molécule initiale est détruite, les halogénes sont
susceptibles de former des trihalométhanes cancérigenes pour I'nomme avec les sous-
produits de dégradation. De plus, I'utilisation de fer a 1’état de valence zéro (Fe?), sous
forme de poudre, a été répandue dans le traitement des eaux usées colorées, vue la valeur
élevée du pouvoir réducteur du Fe® et de son bas prix ainsi que la facilité de son obtention,
ce type de traitement a été appliqué sur d’autres composés organiques, particulierement
ceux contenant une forme halogéne.

Comme tout procédé industriel, ces techniques offrent de nombreux avantages et certains
inconvénients. En effet, ces méthodes fournissent une solution compléte a I’abattement de
la pollution agqueuse et ne sont pas concernées par des problématiques d’élimination de
déchets secondaires ou concentrés (filtrats, adsorbats, boues biologiques, etc...). De plus,
elles fonctionnent a température et pression ambiante et sont capables de traiter des débits
et compositions variables. Cependant, les procédés d'oxydation avancés demandent
souvent un investissement et des colts opérationnels plus élevés que pour un traitement
biologique.

Cette étude bibliographique montre que les étapes de teinture et de confection des
processus de fabrication de textile sont reconnues pour générer beaucoup de déchets
organiques. Ces effluents sont saturés en colorants et présentent de forts taux de DCO, ce
qui pose un double probleme environnemental sur le plan esthétique et toxicologique.
Parmi les colorants synthétiques couramment employés, un certain nombre a été identifié
avec leurs métabolites comme étant fortement cancérigenes (Dos Santos et al. 2007;
Robinson et al. 2001).

D’autres techniques traditionnellement employées pourl’élimination et le traitement de ce
type d'effluents sont les méthodes physiques de transfert de masse. Parmi ces méthodes on
a la floculation, 1’adsorption sur le charbon actif, la coagulation et la floculation. Ces
procedees généralement déplacent la pollution d’une phase a une autre et créent des
grandes quantités des boues. Ils ne sont pas aussi suffisamment actifs pour résoudre les

problémes liés a la coloration. En paralleleles procédés chimiques qui se base sur
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I’oxydation des colorants par des agents chimiques comme les radicaux libres, en
particulier du radical hydroxyle, se sont averées peu efficaces compte tenu des normes
exigées sur les rejets, malgré leurs rapidités. Aussi, ces méthodes ne sont pas universelles
pour tous les colorants, elles sont trés colteuses et chargent les rejets finaux en nombreux
sous-produits chimiques de réaction.

Il apparait donc intéressant de mettre au point des traitements alternatifs, notamment par
voie biologique, qui ont I’avantage d’étre moins cotteux, moins polluants et plus efficaces
car ils sont plus spécifiques. Les procédés biologiques les plus couramment rencontrés ont
été abordés succinctement dans les paragraphes précédents. La dégradation des colorants
par les plantes aquatiques et les boues activées fait I’objet de notre travail, sera abordée

plus spécifiquement dans les chapitres suivants.
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CHAPITRE Il : TRAITEMENT DE LA
POLLUTION ORGANIQUE PAR LES BOUES
ACTIVEES



CHAPITRE Il : Traitement de la pollution organique par les boues

activées

I1.1. Introduction

Les eaux usées altérées par les activités humaines a la suite d’un usage domestique,
industriel, artisanal, agricole ou autre est des milieux extrémement complexes.
Plus précisément, les eaux usées textiles présentent une quantité considérable de solides en
suspension et des polluants organiques qui peuvent étre biodégradables telles que les
additifs, les détergents, et les colorants etc. mais qui affectent les écosystémes, que ce soit
en termes de matieres en suspension totale (TSS), de demande biochimique en oxygéene
(DBOs) ou de demande chimique en oxygéne (DCO) (Wun 2006). Parmi ces polluants
organiques, les colorants textiles engendrant de pollution qui atteint un niveau record ces
derniéres années en tant que l'un des produits chimiques les plus consommés avec une
estimation annuelle de 28.10* tonnes de colorantes rejetés dans 1’environnement
(Ogugbue and Sawidis 2011). De ce fait, ces rejets textiles sont considérés comme
pollués et doivent étre traités avant toute réutilisation ou injection dans les milieux naturels
récepteurs. C'est pourquoi, dans un souci de respect de ces différents milieux, des
traitements d’abattement ou d’élimination de ces polluants sont effectués. Cette
dépollution nécessite une succession d'étapes faisant appel a des traitements physiques,
chimiques ou biologiques.

Les différents traitements physico-chimiques ont été congus et utilisés pour lutter contre les
dangers de la pollution. Cependant, ces méthodes sont trés colteuses et confrontées a des
obstacles économiques et techniques, tels que les colts d'exploitation, la production de
grandes guantités de boues et la production de sous-produits dommageables(Robinson et
al. 2001). Par contre I’utilisation des techniques biologiques pour le traitement de ces
polluantes ont recu une sensibilisation omniprésente de la communauté scientifique au
cours de la derniére décennie. Comparé a d'autres méthodes, le traitement biologique
présente des nombreux avantages, en termes de la rentabilité, de la bénignité
environnementale, du fonctionnement simple et sans génération de boues
(Sponza and Ulukdy 2005).

Le biotraitement a été reconnu comme une étape de traitement biologique prospective dans
diverses conditions, peu codteuse et efficace pour I'‘élimination de la DCO
(Ghosh et al. 2017; Ito et al. 2016) etdes eaux usées contenant des constituants
biodégradables avec un rapport DBO/DCO de 0,5 ou plus (Tchobanoglous et al. 2003).
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Avec une grande flexibilité dans la conception et les conditions de fonctionnement, les
techniques de biotraitement biologiques utilisent des microbes naturels pour dégrader les
matieres dangereuses (telles que les colorants dans des conditions aérobies ou anaérobies)
en composés inoffensifs (par exemple, le dioxyde de carbone et I'eau) (Ghosh et al. 2017).
La flexibilité de ces approches biologiques peut étre comprise par le fait qu'elles peuvent
étre mises en ceuvre in-situ (sur site) ou ex-situ (hors site) et conciliées par un consortium
mixte de microorganismes (boues activées) et/ou de souches de microbes pure
(bioremédiation) et méme des plantes (phytoremédiation) (Ghosh et al. 2017,
Ito et al. 2016).

Dans ce chapitre on s’intéresse au traitement biologique des polluantes organiques
(particulierement les colorants textiles) par 1’utilisation de boues activées. Cet outil
pourrait étre une solution intéressante et durable en raison du large spectre des propriétés
métaboliques des cultures mixtes. Cette technologie utilise le biote naturel et ses processus
de réduction de la pollution, et elle devient encore plus intéressante si elle conduit a une
destruction compléte des polluants organiques en composés toxiques qui seront ensuite
convertis en produits inoffensifs ou en composés susceptibles d’étre traités par un autre
procede physico-chimique tel que la photocatalyse, la sonication, I'oxydation chimique etc.
Les boues activées, largement utilisées comme agent de biorémédiation de la pollution, ne
sont ni pathogenes ni dangereuses pour l'environnement. Les agrégats microbiens
apparaissent sous forme de flocons composés de colonies (bactéries filamenteuses,
protozoaires et métazoaires) piégées dans un nuage de substances extracellulaires
polymériques (EPS) et dautres constituants, a savoir des composés organiques et
inorganiques et des particules adsorbées. Dans une station d'épuration (STEP), les effluents
d'eaux usées constituent la principale source des communautés bactériennes (diversité,
composition et dynamique) qui oxydent les polluants entrainant le retrait de la matiére
organique et des nutriments des eaux usées, si I'oxygene est fourni. Ce type de processus
est considéré comme un écosystéeme complexe influencé a la fois par des parametres
biotiques et abiotiques. Méme si I'on suppose que certains polluantes organiques tels que
les colorants textiles ne peuvent étre dégradés que dans des conditions anaérobies,
certaines études ont montré que certains colorants sont moins biorécalcitrants en
environnement aérobie que d'autres (Khellaf et al. 2018), tandis que ces colorants peuvent
étres adsorbés/absorbés sur ou dans la biomasse biologique, plus qu'ils ne sont
effectivement dégradés (Hitz et al. 1978). Cette bio-élimination est appelée la sorption

biologique qui est considérée comme le premier mécanisme d'élimination totale ou
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partielle des colorants par la biomasse biologique (Porter and Synder 1976). Elle dépend
largement du type de colorant, c'est-a-dire de sa structure moléculaire, de son groupe
colorant et de sa solubilité (Dohanyos et al. 1978). Dans ce chapitre, nous décrivons le
principe et le fonctionnement du traitement par les boues activées et nous expliquons

quelques éléments relatifs a la composition et au développement des microorganismes.

I1.2. Principe du traitement par les boues activées

Le procédé¢ d’épuration par les boues activées est I'une des technologies les plus
couramment utilisées dans le traitement des eaux usées en raison de ses faibles codts et de
sa technologie simple. Il est largement utilisé pour reduire les concentrations de
nutriments, de solides en suspension, de produits chimiques organiques de synthese, de
métaux, de nanoparticules, etc. Il consiste aussi a provoquer le développement d’une
culture bactérienne dispersée sous forme de flocs dans un bassin brassé et aéré, alimenté
par I’eau usée a traiter (C.1.E.A.U 1970).

Le traitement des polluants organiques par les boues activées se fait généralement par
I’utilisation de microorganiques capables d’effectuer diverses réactions biochimiques se
traduisant par la production de biomasse (corps cellulaires) et par la dégradation, ou la
transformation des substances organiques en produits simples (Degremont 1989). Pour
leurs développements (croissance et multiplication), les microorganismes ont besoin
d’énergie et d’¢léments nutritifs. L’énergie nécessaire est tirée du milieu, directement sous
forme d’énergie lumineuse ou indirectement sous forme d’énergie chimique par la
transformation des matiéres organiques selon les processus suivants (Edeline 1997) :

v' Agglomération physique et floculation des matieres en suspension (MES) et
colloidales pour les incorporer en un floc ou biofilm biologique ;

v" Adsorption ou absorption (la sorption biologique) des matiéres organiques solubles sur
ou dans la biomasse de boues activées ou plus précisément sur ou dans les flocs bactériens.
Cependant le processus de la sorption biologique est une voie d'élimination majeure et
constitue souvent la premiere phase du traitement biologique et une étape importante du
processus de biodégradation (Zhao et al. 2018);

v’ Elimination lente et biodégradation des matieres organiques solubles par action

enzymatique ;
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v Transformation ou oxydation des constituants biodégradables dissous en produitsfinis
acceptables (CO. et H2O), qui produit 1’énergie nécessaire au fonctionnement et a la
production de nouveaux matériaux cellulaires ;

v Oxydation et dégradation d’une partie des amas biologiques eux méme ;

v" Transformation ou élimination des éléments nutritifs, tels que l'azote et le phosphore.

Le bilan global de la métabolisation et I'oxydation biologique (aérobie) de la matiére
organique par les boues activées est le suivant :

Eau + v1 (matériau organique) + v2 Oz + v3 NHsz + v4 PO> microorganismeg vs (nouvelles
cellules) + ve CO2 + v3 Ho(l1.1)

Ou vi est le coefficient steechiométrique.

Dans I’équation (IL.1), I'oxygéne (O2), I'ammoniac (NHs) et le phosphate (POs*) sont
utilisés pour représenter les éléments nutritifs nécessaires a la conversion de la matiere
organique en produits simples.

Les microorganismes sont également utilisés pour éliminer I'azote et le phosphore dans les
processus de traitement des eaux usées. Des bactéries spécifiques sont capables d'oxyder
I'ammoniac (nitrification) en nitrites (NO2") et en nitrates (NOs"), tandis que d'autres
bactéries peuvent réduire 1'azote oxydé en azote gazeux. Pour I’élimination du phosphore,
les processus biologiques sont configurés de maniére a favoriser la croissance de bactéries
capables d’absorber et de stocker de grandes quantités de phosphore inorganique

(Tchobanoglous et al. 2003).

11.3. Description et fonctionnement du procédé d’épuration a boues activées
Tous les traitements des eaux usées sont basés sur le principe de 1’épuration biologique.
Elle consiste a reproduire et a intensifier les processus existants dans la nature : lorsque,
dans un milieu naturel, il y a de la matiére organique, les bactéries se chargent de la
dégrader et de la réduire en éléments simples tout en augmentant leurs biomasses.
Ce développement bactérien peut étre naturel, ou intensifié, accéléré par des apports
supplémentaires de microorganismes et/ou d’oxygene(Miquel 2003).

La terminologie utilisée pour décrire les types de processus de traitement biologiques est
classé en tant que : processus de croissance attachée (biofilm), croissance en suspension
des microorganismes, ou leurs combinaisons. Le succes de la conception et du
fonctionnement de ces deux processus necessite une comprehension des types de

microorganismes impliqués, des réactions spécifiques qu’ils provoquent, des facteurs
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environnementaux qui affectent leur performance, leurs besoins nutritionnels et leurs
cinétiques de réaction (Tchobanoglous et al. 2003).

Dans cette partic on s’est concentré plus sur les processus de croissance en suspension
parmi lesquels on cite le processus a boues activées (Figure 11.1), qui peuvent étre classés
en fonction de leur activité métabolique en tant que processus aérobies ou processus
anaérobies. Les processus aérobies comprennent 1’utilisation d’oxygene libre ou dissous
par des microorganismes aérobies pour la conversion de déchets organiques en biomasse et
en CO», cependant les processus anaérobies impliquent la dégradation des déchets
organiques complexes en absence d'oxygene par des microorganismes particuliers
(bactéries méthanogénes) qui conduisent, comme leur nom l'indique, & la formation du
méthane, COz et H2O. Ces processus anaérobies sont utilisés pour le traitement des déchets
basés sur le concept de récupération et d'utilisation des ressources tout en atteignant
I'objectif du contréle de la pollution, tandis que les processus aérobies sont souvent utilisés
dans le traitement des eaux usées organiques pour atteindre un haut degré d'efficacité de
traitement (Yeoh 1995; Seghezzo et al. 1998).

Le procédé d’épuration biologique a boues activéesimplique la production d'une masse
activée de microorganismes capables de stabiliser un déchet dans des conditions aérobies.ll
s’agit du procédé le plus fréquent pour les installations de moins de 2000 EH (Equivalent
Habitant) : 46% en nombre et 69% en capacité correspondent a des boues activées a
aération prolongée. Pour les installations de plus de 2000 EH, on retrouve la méme
domination avec environ 65% des installations qui correspondent a une capacité de 75%
(Rejsek 2002).

Eaux usées

Produits de dégrillage

sl — e Cchunde prle
Graisses

Boues 62 e eomencnmans Décantation
fraiches primaire l
l Exces * Recyclage Bassin
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Traitement des boues s
Eau traitée + Boues

biologique

Boues

biologique v
- S
| |

Eaux épurées vers
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|

Figure 11.1.Schéma de fonctionnement d’un traitement par les boues activees.

68 |



Un bassin a boues activées est un réacteur biologique, alimenté en continu par 1’eau usée a
traiter, dans lequel une microfaune constituée de bactéries hétérotrophes principalement, de
protozoaires et de métazoaires est brassée et aérée en méme temps que I’eau usée. Dans ce
bassin, le brassage a pour but d'éviter les dépdts et d'homogénéiser le mélange de la
biomasse (les flocons bactériens aérobies) et de I'eau usée ; pareillement I'aération a pour
but de dissoudre I’oxygéne dans le réacteur biologique, afin de répondre aux besoins des
bactéries épuratrices aérobies. Cette aération peut se faire aussi a partir de I'oxygéne de
I'eau ou du gaz enrichi en oxygéne par une source exogene (brassage, 1’injection d’air
comprimé, insufflation d’air au sein de liquide, procédé mécanique d’agitation, etc.)
(Rejsek 2002;Metahri 2012).

Dans ce procédé, les molécules biodégradables sont mises en contact avec des amas
biologiques floculés (flocs) maintenus en suspension au sein du liquide a traiter, de fagon a
fournir un contact intime avec toutes les parties de I’effluent, pour assurer I’activité d’une
culture bactérienne aérobie, qui se développe a partir des matiéres organiques
biodégradables apportés par les eaux usées. Ces dernieres sont d’abord hydrolysées en
molécules simples, puis celles-ci sont alors utilisées par les bactéries comme source
d’énergie dans des réactions biologiques pour qu’elles transforment aprés en corps
bactériens, dont la taille varie de 50 a 200 um, et qui peuvent étre éliminées par
sédimentation ou par gravité, pour laisser un liquide relativement clair comme effluent
traité. Les microorganismes de ce bassin d’aération utilisent leurs capacités auto-
épuratrices pour consommer la matiere organique carbonée et contribuer aussi a
I’¢élimination de ’azote et du phosphore, dont I’activé d’épuration est améliorée dans les
conditions de fonctionnement optimales (Metahri 2012; Silva 2008; Renou 2006).
Le rendement de I’opération de la culture bactérienne ou la transformation de la charge
polluante organique en corps bactériens est d’environ 50 % puisque les boues produites ne
représentent plus que la moitié de la DBOs entrante, le reste ayant été transformé
principalement en CO> et en H>O. Lorsque les conditions en substrat fourni par les eaux
usées deviennent limitantes, cette culture peut s’auto-oxyder, entrainant une diminution de
qualitt  de  biomasse  présente et une  minéralisation de  celle-ci
(Metahri 2012; Canler et al. 1999).

Apres un temps de contact suffisant, [’eau traitée est envoyée dans un ouvrage simplifi¢
appelé décanteur secondaire ou clarificateur destiné a séparer de 1’eau épurée des boues, ou

la suspension microbienne est déposée et épaissie. Cette séparation nécessite que la
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croissance bactérienne doive étre de type floculé pour former des flocons de boue que 1’on
pourra séparer de 1’eau par simple décantation au niveau de cet ouvrage. Ces boues actives
déposées sont recyclées dans le bassin d’aération, pour y maintenir une concertation
suffisante (2 a 5 g/L) en bactéries épuratrices et pour poursuivre la biodégradation de la
matiere organique influente. Une partie de ces boues est retirée quotidiennement ou
périodiquement et est évacuée vers les ouvrages de traitement des boues (biomasse en
exces) (Metahri 2012; Renou 2006).

Comme nous I’avons mentionné précédemment, les microorganismes et les bactéries du
bassin d’aération consomment la matiére organique carbonée, et contribuent aussi a
I’élimination de 1’azote et du phosphore présents dans les eaux usées a traiter.
Cette élimination est généralement effectuée pour contréler I'eutrophisation, car
I’enrichissement excessif d’un milieu aquatique (notamment si les eaux sont stagnantes ou
a circulation réduite) en éléments nutritifs ou en matiéres organiques, provoque un
développement surabondant de biomasse végétale dont la décomposition ultérieure
consomme, en partie ou en totalité, I’oxygene dissous dans 1’eau et réduit la biodiversité du
milieu aquatique.

Le retrait de ces deux éléments nutritifs nécessite 1’ajout d’une phase anoxique au
traitement aérobie, cette phase est volontairement provoquée au cours de procédés de
traitement des eaux usées par les boues activées ; elle est caractérisée par 1’absence
d’oxygene et la présence de nitrates qui sont utilisés comme un oxydant en remplacement
de I’oxygene. Ces processus sont réalisés dans le méme réacteur biologique que le
traitement de la pollution carbonée mais a des moments différents par 1’alternance des
phases aération/anoxie, en programmant les temps de marche et d’arrét du systéme
d’aération (réacteur biologique séquentiels) (Tchobanoglous et al. 2003).

Dans les eaux usées a traiter, I’azote se trouve sous forme d’azote ammoniacal et d’azote
organique. Une partie de I’azote ammoniacal (5 a 10 %) est directement assimilée par la
biomasse tandis que la majeure partie peut subir, selon les conditions opératoires ou
environnementales, des processus biologiques de nitrification et dénitrification.
Ces processus biologiques consistent a oxyder 1’azote ammoniacal (NH4") en azote nitreux
(NO2) puis en azote nitrique (NO3") en milieu aérobie, ensuite a réduire les nitrates (NO3’)
en azote gazeux (N2) en milicu anaérobie. Les différentes étapes d’élimination de
I’azote sont illustres dans la (Figure 11.2), et qui sont les suivants
(Metahri 2012; Silva 2008; Renou 2006) :
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v’ L’assimilation : C’est [’utilisation d’une partic de [’azote ammoniacal et
éventuellement organique pour la synthese bactérienne. Les besoins de celles-ci sont de
I’ordre de 5 % de la DBOs éliminée par la culture bactérienne.
v’ La nitrification : La nitrification est ’oxydation de 1’azote ammoniacal en nitrites
(NO2) puis en nitrates (NO3z") aprés transformation de 1’azote organique en azote
ammoniacal (ammonification).
Les bactéries nitrifiantes sont classées en deux catégories : les Nitrosomonas qui oxydent
I’ammoniac en nitrites (NO2") et les Nitrobacter qui oxydent les nitrites (NO2) en nitrates
(NO3).
La réaction globale simplifiée de la nitrification peut s’écrire de la fagon suivante :
NH4" +5/2 0, —WO03 +2H,0 (1.2)

v' La dénitrification : C’est une réduction des nitrates (NO3") en azote gazeux (N2) qui
retourne ainsi sous sa forme primitive dans 1’atmosphére dans les conditions d’anoxie et
avec la présence d’une source de carbone soluble biodégradable, qui peut provenir soit de
I’effluent a traiter, soit d’un apport de carbone exogene, soit enfin d’une source de carbone
liée aux microorganismes dénitrifiant. Cette réduction se fait par 1’intermédiaire de
bactéries anaérobies facultatives hétérotrophes, qui en cas de carence du milieu en
oxygene, ont la propriété d’utiliser 1’oxygeéne combiné de certains composés chimiques et
notamment des nitrates (NOs’) dissous dans l'eau pour qu’elles les réduisent en azote
gazeux (N2). La dénitrification s’exprime par différentes réactions que 1’on peut
schématiser comme suite :

NOss —»NO; —»NO —»N.0 —N» (1.3)
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Figure 11.2. Mécanisme réactionnels de la dégradation de la pollution azotée par

nitrification — dénitrification

Le phosphore se trouve dans les eaux usées & traitersous différentes formes : phosphore
organique insolubles contenu dans le matériel cellulaire végétal ou animal,
orthophosphates dissocies (sucre phosphatés, phospholipides, etc.), phosphates
inorganiques condensés (pyrophosphates, tripolyphosphates, trimétaphosphates, etc.).
L'élimination du phosphore, ou "déphosphatation”, peut étre réalisée par des voies physico-
chimiques ou biologiques. Le principe de la déphosphatation biologique repose sur
I’aptitude de certains microorganismes présents dans la station d’épuration a accumuler au
sein de leurs biomasses épuratrices de longues chaines de polyphosphates ; ces derniers
sont incorporés au sein de ces bactéries déphosphatantes grace a I’alternance des phases
aerobie et anaérobie, ou par combinaison des deux processus (filiere combinée). Dans les
deux cas, le phosphore se retrouve finalement concentré dans les boues qui sont éliminées
des installations de traitement via leur soutirage. Les différentes étapes de la
déphosphatation biologique peut étre décrit, de maniere simplifiée (Figure 11.3), comme
suite (Metahri 2012; Silva 2008; Renou 2006; Déronzier and Choubert 2004) :

v La phase anaérobie : Les bactéries déphosphatantes synthétisent des substances de
réserve qui sont les polymeéres PHA (poly-B-alcanoates), et qui seront par la suite stockes
et incorporés dans les biomasses cellulaires. La synthese de ces PHA est réalisée a partir du
substrat facilement biodégradable (substances carbonées) des eaux usées et de I’énergie

libérée par I’hydrolyse intracellulaire de polyphosphates stockeés.
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v' La phase aérobie : Les polymeres PHA et les matieres organiques contenues dans les
eaux usées sont oxydés par les microorganismes. La respiration produit I’énergie
nécessaire aux bactéries qui régénérent et augmentent leurs stocks de polyphosphates.
Dans ce cas, I’élimination biologique du phosphore est liée a une réabsorption de

phosphore plus importante que le relargage.
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Figure 11.3. Processus simplifié¢ de déphosphatation au sein d’une bactérie en conditions anaérobie

et aérobie (Bauman 2018)

L’épuration des eaux usées par les boues activées et la vie des microorganismes dépendent
d’un certain nombre de points tels que I’alimentation en eau usée, 1’aération, le brassage, la
recirculation et I’extraction des boues. Il est donc indispensable de s’informer sur ces
parameétres clés afin d’assurer un bon fonctionnement du procédé. En premier lieu,
I'alimentation en eau usée fournit une nourriture adéquate aux bactéries, c'est-a-dire une
eau usée biodégradable sans toxiques et non septiques (eau fermentée qui est généralement
grisatre et nauséabonde), riche en milieu nutritif vital pour la croissance et le
développement des peuplements biologiques. Cette nourriture doit étre arrivée en continu
et avec des débits constants pour éviter les variations brutales des quantités de matieres a
traiter (exces de pollution ou d’eau claire), qui provoquent le mauvais fonctionnent des
installations. Par conséquent, cette alimentation continue et constante en eau usée
augmente en permanence le nombre de boues présentes dans le bassin d’aération. Pour cela
il faut enlever et extraire les boues en exces en assurant une recirculation correcte, pour
maintenir une concertation en boue constante dans le réacteur biologique. Celles-ci sont
effectuées apres la décantation et la séparation de ces boues de ’eau épurée dans le

clarificateur. Cette décantation est liée directement a I’aptitude des bactéries a la
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floculation, en effet, lorsque ces bactéries sont dans des conditions favorables, elles
s’agglomérent pour former des flocons que 1’on pourra séparer de l’eau décanteur
secondaire (Degremont 1989;Metahri 2012;Silva 2008).

En deuxieme lieu, les microorganismes nécessitent beaucoup d’oxygene pour assimiler et
dégrader la pollution carbonée et éventuellement pour éliminer la pollution azotée. Ils
utilisent aussi 1’oxygeéne pour leurs propres besoins (la respiration). La quantité de O
dépendra de la concentration en boue, plus les boues sont concertées et plus il faudra de
I’oxygene. Ce dernier est fourni grace a des différents dispositifs d’aération capables de
diffuser de I’air au sein des bactéries. D’autre part, cette oxygénation permet aussi un
brassage de la boue activée qui favorise le transport et le bon contact entre les
microorganismes, la nourriture (la pollution) et I’oxygéne. Le brassage efficace des boues
évite également la création de dépdts et diminuerait le volume utile des ouvrages
(Edeline 1997; Renou 2006).

11.4. EIéments nécessaires au développement des microorganismes

Le métabolisme, est I'ensemble des réactions chimiques contrélées au sein des cellules, est
un caractére essentiel de tous les étres vivants.Le résultat ultime de cette activité
métabolique est la reproduction et I’augmentation du nombre de cellules ou d'organismes
individuels. Les microorganismes élaborent des éléments biosynthétiques nécessaires a
leurs reproductions et a leurs métabolismes. Ceci est effectué par la disponibilité des
nutriments constitutifs ou énergétiques nécessaires pour leurs développements, et qui
doivent lui étre apportés dans certaines conditions d’environnement d’un écosystéme
donné. Un certain nombre de ces conditions (physiques ou chimiques) interviennent au
cours de la nutrition des €cosysteémes microbiens, ils peuvent I’empécher, 1’inhiber ou la

favoriser. Ces facteurs écologiques sont nombreux et agissent de fagcon simultanée.
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Tableau I1.1.Eléments majeurs avec certaines de leurs fonctions principales et formes chimiques

prédominantes utilisées par les microorganismes

Eléments Forme utilisée par les microbes Fonction

C Composé organique, CO, CO; Principaux constituants du matériel

O Composé organique, CO-, H,0, O; cellulaire dans les protéines, les acides

H Composé organique, H,0, Ha nucléiques, les lipides, les glucides et

N Composé organique, NH4*, NOs", N, autres.

S Composés organiques du soufre, SOs,  Protéines, coenzymes.

HS", S203*

P HPO,* Acides nucléiques, phospholipides,
coenzymes.

K K* Cation inorganique majeur, cofacteur
enzymatique.

Mg Mg* Cofacteur enzymatique lié a la paroi
cellulaire, a la membrane et aux esters
de phosphate, y compris les acides
nucléiques et I'ATP.

Ca Ca? Cofacteur enzymatique lié a la paroi
cellulaire.

Fe Fe?*, Fes* Cytochromes, ferrédoxine, protéines
Fe-S, cofacteur enzymatique.

Na Na* Impliqué dans le transport et la
transduction d'énergie.

Cl CI Anion inorganique majeur.

11.4.1. Milieu de culture

Les microorganismes se développent, se métabolisent et se reproduisent a l'aide des
nutriments disponibles dans I'environnement, et qu’ils doivent apporter dans leurs cellules
par des processus de transport passifs et actifs. Presque la totalité de ces microorganismes
sont hétérotrophes, c’est a dire qu’ils ont un besoin nutritif obligatoire d’une, et parfois de
plusieurs, substances organiques servant de source d’énergie.

Ces besoins nutritifs comprennent les éléments chimiques nécessaires aux aspects
structurels de la composition cellulaire, aux activités métaboliques et aux besoins
énergétiques. Un milieu de culture est composé d'un mélange de nutriments ; les plus

courants sont les composés contenant les éléments nécessaires tels que le carbone (C),
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I'nydrogéne (H), I'oxygeéne (O), et I'azote (N), en quantité importante, le souffre (S), le
phosphore (P) en quantité faible et enfin des oligo-éléments (Ca, Co, Cu, K, Mg, Mn, Na,
Fe et Zn) en quantité trés faible, et qui sont toujours utilisés sous forme de sels minéraux.
Le milieu de culture doit donc contenir tous les éléments nécessaires a la nutrition du
microorganisme et de plus sous une forme utilisable par ces bactéries.

Les éléments nécessaires et les oligo-éléments sont énumérés dans les Tableaux 11.1 et
1.2 (Byung 2008)avec certaines de leurs fonctions principales et formes chimiques
prédominantes utilisées par les microorganismes.

Le carbone est I'élément le plus importantpourla culture bactérienne. La plus simple source
inorganique de carbone est I’anhydride carbonique ou CO2 présent dans I'atmosphere.
Celui-ci peut étre utilisé par certaines bactéries pour la synthése de certains métabolites
essentiels, tandis que d’autres bactéries utilisent des composés organiques de substances
hydrocarbonées (alcool, les protéines, les glucides, les acides aminés et les acides gras,
etc.) comme source de carbone apres leurs dégradations.En plus des sources de carbone,
les cellules bactériennes ont besoin d'électrons ou d'atomes d'hydrogene. L'hydrogene est
I'élément chimique le plus courant dans ces cellules, il est si commun dans les molécules
organiques et l'eau. Leur présence dans le milieu de cultureessentiel pour la liaison
hydrogéne et le transfert d'électrons, ainsi que pour les réactions redox.

De méme, les microorganismes nécessitent des sources d’oxygene pour leurs croissances.
Parmi ces sources, les plus utilisées par les microbes sont I'oxygene atmosphérique (O2)
libre et I'oxygeéne lié aux différents composés, tels que les glucides et I'eau. L'influence de
I'oxygene libre est liée au caractére métabolique et énergétique des bactéries. Certaines ont
obligatoirement besoin d'oxygene libre, elles sont qualifiées d'aérobies. Ces bactéries
n‘obtiennent leurs énergies et leurs intermédiaires que par oxydation, impliquant I'oxygene
atmosphérique O (respiration aérobie) comme ultime accepteur dhydrogene ou
d'électrons, d’oule carbone et la source d'énergie peuvent étre complétement oxydé en
dioxyde de carbone et en eau. Tandis que les bactéries anaérobies ne peuvent se multiplier
et survivre qu'en l'absence d'oxygéne; elles sont donc incapables de détoxifier les
composés formés lors de réactions d'oxydation (comme I'eau oxygénée ou l'ion superoxyde
O>). Elles utilisent des accepteurs d’hydrogene ou d'électrons autres que I'oxygéne tels que
les nitrates ou les sulfates (respiration anaérobie). Un processus plus courant dans le
métabolisme anaérobie peut étre une série d'oxydoréductions dans lesquelles, la source de
carbone et d'énergie agit a la fois comme donneur d'électrons et accepteur d'électrons. Ce

processus est connu sous le nom de fermentation et conduit a la formation de plusieurs
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produits finaux organiques tels que les acides et les alcools, ainsi que de gaz (dioxyde de
carbone et hydrogene). D’autres bactéries anaérobies facultatifs peuvent agir dans les deux
sens et peuvent croftre aussi bien en présence qu’en 1’absence d’oxygéne. On a aussi les
bactéries anaérobies-aérotolérantes qui tolérent I'oxygéne mais leurs croissances sont
meilleures en anaérobiose par contre les bactéries micro-aérophiles ont besoin d'oxygéne,
mais elles ne supportent pas une tension en oxygéne équivalente a celle de l'air et elles ne
peuvent se multiplier gu'en présence d'une faible tension d'oxygéne.

Les microorganismes ont besoin aussi, de substances azotées pour synthétiser leurs
protéines. La provenance de cet azote peut se faire par fixation directe de I’azote
atmosphérique (N2 gazeux) de composés azotés organiques tels que les acides aminés ou
par les formes inorganiques telles que I'ammonium et le nitrate. L’ammonium peut étre
utilisé comme source d'énergie (donneur d'électrons) pour certains microorganismes, tandis
que le nitrate peut étre utilisé comme accepteur d'électrons par les dénitrifiants. Aussi, les
bactéries nécessitent du soufre et du phosphore en faibles quantités. Le soufre est un
composant des acides aminés soufrés, qui se lient les uns aux autres viades liaisons
disulfures ; ces acides sont essentiels a la structure tertiaire des protéines et des vitamines
telles que la thiamine (B1). La source de soufre la plus couramment utilisee est le
sulfate(SO4%), tandis que les autres sources de soufre utilisées comprennent les composés
organiques du soufre, le sulfure (tels que le disulfure de carbone CS; et le sulfure
d'hydrogéne H.S), le soufre élémentaire et le thiosulfate (S203%). Le sulfure et le soufre
peuvent servir de donneurs d'électrons pour certains microorganismes, et le sulfate et le
soufre elémentaire sont utilisés comme accepteurs d'électrons et réduits en sulfure par les
sulfurogenes.

D'autre part, le phosphoreest incorporé sous forme de phosphate inorganique ; il est présent
dans les acides nucléigues, les phospholipides et les nucléotides (molécule organique qui
est I'élément de base d'un acide nucléique, il est composé d'une base nucléique/azotée, d'un
ose a cinq atomes de carbone, et enfin de un & trois groupesphosphate), y compris
I’adénosine triphosphate (ATP) dont I'hydrolyse sous forme l'adénosine diphosphate
(ADP), et qui sont utilisées dans de nombreuses réactionsenzymatiques, permettant la
récupération, I’accumulation et la distribution de I’énergie dans la bactérie.

En plus de ces élements majeurs, d'autres éléments mineurs appelés oligo-éléments
répertoriés dans le Tableaull.2 sont nécessaires pour les enzymes spécifiques tels que le
calcium, fer, magnésium, manganése, nickel, sélénium, cuivre, cobalt, vitamines et ceux

essentiels pour le métabolisme bactérien tels que le sodium, potassium, magnésium, chlore.
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Le potassium est le principal cation inorganique (K"), tandis que le chlorure (CI") est le
principal anion inorganique. Le potassium est requis comme cofacteur pour certaines
enzymes, et le chlorure est impliqué dans le processus de conservation d'énergie, opéré par
les halophilesqui ont besoin de fortes concentrations en sel dans leur milieu pour vivre. En
plus de ces deux éléments, le sodium (Na*) participea plusieurs processus de transport et
de transduction d'énergie ; il joue un rdle crucial dans la croissance microbienne dans des
conditions alcalines. Le magnésium (Mg?*")forme des complexes avec des groupes
phosphate, y compris ceux trouvés dans les acides nucléiques tels quel'acide
désoxyribonucléique (ADN), I'acide ribonucléique(ARN), I’adénosine triphosphate (ATP),
ou les phospholipides. En outre, les ions ferreux et ferriques (Fe?*, Fe*") jouent un role
capital dans les réactions d'oxydoréduction en tant que composants de porteurs; d’électrons
tels que les protéines Fe-S et les cytochromes (coenzymes intermédiaires de la chaine
respiratoire).

Outre les exigences nutritives, le développement microbien et la croissance cellulaire est

sous la dépendance de conditions physicochimiques dont la nature varie selon 1’espéce.

Tableau 11.2. EIéments mineurs ou les oligo-éléments avec certaines de leurs fonctions principales

et formes chimiques prédominantes utilisées par les microorganismes

Eléments Forme utilisée par les microbes Fonction
Mn Mn?* Superoxyde dismutase(oxydoréductases),
photosystéme 1.
Co Co? Coenzyme B12.
Ni Ni* Hydrogénase, uréase

(enzymes catalytiques).

Cu Cu? Cytochrome oxydase, oxygénase.

Zn Zn?* Alcool  déshydrogénase, phosphatase
alcaline,ARN et ADN polymérase.

Se SeOz* Formiate déshydrogénase, glycine
réductase (oxydoréductases).

Mo MoO,* Nitrogénase, nitrate réductase, formiate
déshydrogénase, arséniate  réductase,
(oxydoréductases).

w WO.* Formiate  déshydrogénase, aldéhyde

oxydoréductase.
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11.4.2. Le potentiel Hydrogéne (pH)

Le pH est une mesure de l'acidité ou de l'alcalinité d'une substance. Il joue un réle
important au niveau de la production d’énergie par la chaine respiratoire, de la perméabilité
membranaire, de 1’échange ionique, de ’activité métabolique et de la disponibilité des
substrats, car 1’activité des enzymes est sensible a la variation de pH (Guiraud 2012).
Chague microorganisme a une gamme de pH au-dessus ou en dessous de laquelle il ne peut
pas survivre, et un pH optimal auquel il se développe mieux. La plupart des bactéries et des
protozoaires, y compris la plupart des agents pathogenes, sont des neutrophiles, car ils se
développent et se multiplient préférentiellement dans une plage étroite autour d'un pH
neutre, c'est a dire entre pH 6,5 et pH 7,5 ; cependant, elles sont aussi capables de croitre
dans une large gamme de pH (Byung 2008; Pommerville 2011). Par exemple,
Escherichiacoli peut se multiplier pour des pH compris entre 4,4 et 9,0. En revanche,
d’autres bactéries acidophiles telles que les Lactobacillus se développent et poussent
mieux dans les conditions acides (3 < pH < 6), alors que les bactéries alcalinophiles
comme Vibrion Cholérique, sont trés sensibles & l'acide, mais tolerent des degrés
d'alcalinité élevés (pH voisin de 9) (Bauman 2018; Byung 2008).

11.4.3. Température

La température est I’'un des facteurs les plus importants ayant un impact sur la croissance et
la survie des microorganismes ; elle a été reconnue comme une variable environnemental
importante qui influence la structure des communautés microbiennes (Martins 2012).
Malgré que ’accroissement de la température peut accélérer les réactions enzymatiques,
mais certaines protéines peuvent se dénaturer et perdre leurs formes et leurs fonctions
lorsque les liaisons hydrogene se brisent a haute température, affectant ainsi le
développement de la cellule microbienne. Aussi, la variation de la température peut agir
sur la structure lipidique de la membrane cellulaire, car la diminution de la température
rend ces lipides et leurs membranes rigides et fragiles, alors que I’augmentation de la
température fait devenir les lipides trop fluides et la membrane ne peut pas contenir la
cellule. Ces modifications au niveau de la structure lipidique cellulaire, affectent le
transport actif des substrats organiques et inorganiques et diminuent ainsi I’affinité aux
nutriments (Bauman 2018; Martins 2012).

Dans ce cas, diverses températures ont des effets différents sur la survie et la croissance
des microbes. La température la plus basse a laquelle un microorganisme est capable de
conduire le métabolisme est appelée tempeérature de croissance minimale. Cependant, que

de nombreux microbes, en particulier les bactéries, survivent (bien qu'ils ne se développent
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pas) a des températures bien inférieures a leur température de croissance minimale, malgré
le fait que les membranes cellulaires sont moins fluides et que les processus de transport
sont trop lents pour soutenir l'activité métabolique. Tandis que, la température la plus
élevée a laquelle un microorganisme continue de se métaboliser est appelée température de
croissance maximale. Lorsque la température dépasse cette valeur, les protéines de la
cellule microbienne sont définitivement dénaturées et meurent. Dans ce cas, la température
a laquelle les activités métaboliques d'un microorganisme produisent le taux de croissance
le plus élevé est sa température de croissance optimale (Bauman 2018;
Kanungo and Paniker 2017).

En fonction de leurs plages de températures préférées, les microbes peuvent étre classés en
cing groupes distincts (Figure 11.4). Cette classification n’a pas de limites strictes, il peut
exister des chevauchements d’un groupe a 1’autre. Les psychrophiles (psychro=froid), sont
des bactéries qui poussent mieux a des températures inférieures a environ 20 °C et peuvent
méme continuer a croitre a des températures aussi basses que 0 °C. Alors que, les
mésophiles (méso=médian), sont des microorganismes qui se développent mieux a des
températures allant de 20 a environ 40 °C, bien qu'ils puissent survivre a des températures
plus élevées et plus basses. Aussi, on a les bactéries psychrotrophes qui sont plus proches
des mésophiles, ayant un optimum a 25 °C mais pouvant s’adapter a 0 °C. En outre, les
thermophiles (thermo=chaud), se développent a des températures supérieures a 45 °C dans
des habitats tels que les tas de compost et les sources chaudes, leur température optimale
de croissance est supérieure a 60 °C. A la fin, on a les bactéries extrémement thermophiles
ou hyperthermophiles, qui se développent mieux a des températures supérieures a
80 °C. Ces deux dernies types, stabilisent leurs protéines avec de I'hydrogéne
supplémentaire et des liaisons covalentes entre les acides aminés pour devenir des acides
gras hautement saturés dans leurs membranes cellulaires et des enzymes thermostables
(Bauman 2018; Pommerville 2011).
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Figure 11.4.Catégories de microbes basés sur des plages de températures pour la croissance

11.4.4. Toxicité

De nombreuses substances ont des effets toxiques sur la croissance et I’activité des
microorganismes. Parmi ces effets on différencie deux types : les effets létaux ou directs
qui entrainent la mort rapide des espéces exposees apres un court délai suivant I'absorption
du composé nocif, et les effets sublétaux ou indirects qui engendrent un cumul d'effets
nocifs et provoquent parfois des troubles dégénératifs trés graves. A terme, si le potentiel
adaptatif des especes ne leur permet pas de devenir résistantes, les effets sublétaux peuvent
indirectement engendrer la mort. On appelle une concentration bactériostatique celle qui
bloque temporairement le développement bactérien, et concentration bactéricide celle qui
tue les bactéries (Dai 2003).

Un milieu de culture ne peut pas contenir des molécules toxiques qui peuvent défavoriser
I’action des microorganismes ou les détruire, comme par exemple les substances minérales
et la plupart des métaux qui ont un effet toxique sur les microorganismes et sur les
systémes biologiques, aérobies et anaérobies a des concentrations bien définies. Il en est de

méme pour certains composeés organiques (Tableau 11.3) (Boeglin 1998).
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Tableau 11.3. Seuil de toxicité pour certains polluants minéraux et organiques

Valeur limite (en mg/L)
Polluants
Procéde aérobie Nitrification Procédé anaérobie
Polluants minéraux
Cuivre 2 1 1
Zinc 5 0,5 5
Plomb 1 0,5 5
Chrome 5 2,0 5
Nikel 1 0,5 2
Cadmium - 0,2 0.5
Sulfures 20 (50) ™ *) 100
Cyanures 1 (50)™ *) *)
Polluants organiques
Hydrocarbures 50 50 50
Phénol 50 (1000) ™ 10 @)
Dinitrophénol 5 * 5
Pentachlorophénol 1 *) 1
Chloroforme (CHCls) 20 20 10
Chlorure de méthyléne 50 &) @)
Salinité 16000 *) *)
Chlorures 15000 *) *)
Nitrites 40 *) *)
Sulfites 20 *) )
Ammoniaque (en N) 16000 * @)

(*) résultats insuffisants ; (**) aprés acclimatation des bactéries

11.4.5. Eau

Parmi les besoins minimaux nécessaires pour la croissance et la multiplication des
microorganismes, I'eau est un ingrédient essentiel du cytoplasme bactérien ; elle constitue
80 a 90% de la masse bactérienne. Elle joue un réle fondamental dans la solubilisation des
nutriments, et a leurs transports a 1’intérieur des cellules microbiennes, et elle participe
aussi aux réactions métaboliques et enzymatiques comme un réactif (réaction d’hydrolyse)
(Kanungo and Paniker 2017). Sa disponibilité est quantifiée par un paramétre appelé
activité de I'eau. Ce parametre représente le rapport de la pression de vapeur saturante du
milieu a la pression de vapeur saturante de I'eau pure a la méme température et est inférieur

ou égal a 1. Cette activiteé est inversement proportionnelle a la pression osmotique de 1’eau
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qui exprime D’effet physique de l'eau sur les microbes (Martins 2012). La pression
osmotique représente la pression exercée sur une membrane cellulaire des
microorganismes par une eau contenant des solutés et d'ions dissous.

Cette pression peut avoir des effets néfastes sur le développement des cellules et la
croissance des microorganismes. Par exemple, une cellule placée dans 1’eau douce obtient
de I’eau de son environnement et gonfle jusqu’a la limite de sa paroi cellulaire. C’est le cas
des cellules dépourvues de la paroi cellulaire telles que les cellules de protozoaires, qui
sont gonflées jusqu'a ce qu'elles éclatent en solutions hypotoniques. Dans ce cas, il
nécessaire pour de ces bactéries d’avoir des parois cellulaires pour empécher la rupture de
leurs membranes plasmatiques et conserver leurs formes fonctionnelles. En revanche, une
cellule placée dans I'eau de mer, qui est une solution contenant environ 3,5% de solutés et
donc hypertonique pour la plupart des cellules, perd de I'eau dans I'eau salée environnante
et peut mourir par un rétrécissement de son cytoplasme (les cellules se plastifieraient)
(Bauman 2018; Pommerville 2011).

11.5. Composition et propriétés du floc biologique

La boue activée normale apparait comme une suspension de particulesfloconneuses ou
flocs de quelques dixiemes de millimetre a quelques millimétresde diamétre. Elles sont
constituées par diverses colonies qui sont complexeset ne peuvent se définir qu’au moyen
des principaux groupes écologiquesqui sont : les microflores (bactéries libres, floculées et
filamenteuses) et les microfaunes (les protozoaireset les métazoaires) (tableau 11.4)
(Canler et al. 1999; Mesquita et al. 2013; Wilen et al. 2008). Cet agrégat microbien
piégé dans un nuage de substances extracellulaires polymériques (EPS) est sécrété
principalement par les bactéries, dans le but d’assurer I’adhérisons les unes aux autres pour
éviter leur dispersion, et pour retenir et concentrer les substances nutritives de I'eau usée
(Metahri 2012). En plus de ces colonies écologiques, la boue activée est composée
d'autres constituants, a savoir des composés organiques inertes, minéraux et des particules

adsorbées.
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Tableau I1.4. Populations de boues activées (Canler et al. 1999)

Populations par litre de boue Espéces

A 5
De1a5.10°L Métazoaires (rotiferes, nématodes).

107/L Protozoaires (flagellés, ciliés péritriches,
ciliés hypotriches).

10%/L Bactéries (floculées, filamenteuses).

L’essentiel de 1’épuration est dii a des bactériesmobiles, parmi lesquelles nous citons :
Pseudomonas, Aeromona Arthrobacter, Flavobacter, Achromobacter, Alcaligenes.
La présence de certaines bactéries filamenteuses telles que Sphaerotilus est génantedans la
mesure ou elles interviennent pour contrarier la décantationdes boues. Ces bactéries se
développent souventdans les milieux déséquilibrés en azote et riches en éléments
facilementassimilables (cas des rejets de laiteries et de sucreries) (Mesquita et al. 2013;
Wilen et al. 2008).

11.5.1. La microflore

Les microflores sont des bactéries unicellulaires, de différentes formes (sphériques,
cylindriques, incurvées), dont la taille est de I’ordre de quelques microns (de 0,5 a 5 um), a
I’exception des bactéries filamenteuses de tailles souvent supérieures (de 10 a plus de
500 pum) et pouvant étre pluricellulaires.

Dans les boues activées, les bactéries jouent un role essentiel dans 1’épuration biologique,
par rapport aux autres organismes. Il est basé essentiellement sur la croissance floculée des
bactéries. Ce type de croissance est obtenu dans des conditions bien précises du
métabolisme bactérien. Ces bactéries représentent le maillon essentiel du traitement car
elles vont consommer les molécules organiques des eaux usées et permettre ainsi leur
épuration. Grace a cette activité, elles se multiplient et deviennent le point de départ d’une
chaine trophique, d’ou le terme de microflore car la flore est 1’élément de départ des
écosystemes naturels.

Les microflores peuvent se présenter aussi sous différentes formes :

v' Bactérie libres, en général peu abondantes du fait de la prédation par d’autres
microorganismes ;

v’ Bactéries filamenteuses, présentes normalement en petite quantité mais qui peuvent

proliférer dans certaines conditions et poser des problémes de fonctionnement ;
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v" Bactéries floculées qui s’agrégent pour donner des flocs qui décantent dans le
clarificateur.

Les concentrations en microflore sont trés élevées, de I’ordre de 10 & 102 bactéries par
litre de boues activées. Malgré la diversité¢ des espeéces bactériennes susceptibles d’y étre
ensemencées, provenant des matiéres fécales mais aussi des eaux naturelles ou de 1’air, les
boues activées se révelent étre un milieu trés sélectif et seulement une dizaine de souches
bactériennes sont présentes a un instant donné au niveau d’une installation. De plus, elles
sont caractérisees par une grande surface d’échange avec le milieu extéricur, des vitesses
de multiplication élevées (une division toutes les 20 minutes dans le cas de souches traitant
la pollution carbonée, et une division lentes par jour dans le cas des bactéries assurant la
nitrification de 1’azote ammoniacal), et aussi caractérisée par des richesses enzymatiques
importantes, et d’énormes possibilités d’adaptation aux différents paramétres

physico-chimiques (pH, température,...) (Canler et al. 1999).

11.5.2. La microfaune

Elle représente une population importante de quantité de cellules de 1’ordre de 10° &
10’individus par litre de boues activées. En outre, cette population intéresse en premier lieu
I’observateur par la rapidité de 1’analyse microscopique (la taille des individus les rend
facilement observables). De plus, par leur observation et identification, il peut nous donner
des indications sur la qualit¢ de traitement et révéler d’éventuelles anomalies de
fonctionnement. Par ailleurs, la présence des microfaunes a vitesse de croissance faible,
signifie la bonne qualité de traitement et exprime le fonctionnement stable depuis une
longue période (un ou plusieurs semaines). Elles sont aussi utiles pour la détection de la
présence d’un élément toxique ; en effet, elles sont les premiers éléments de I’écosystéme a
étre affectés par les toxiques. Pareillement, elles sont des bons indicateurs sur la gestion de
I’oxygénation.

Cette microfaune joue un role de prédateur des bactéries isolées et des bactéries mortes et
ainsi participe a la clarification des effluents par 1’assimilation directe de la matiére
organique. Dans la plupart des cas, les bactéries a ingérer doivent étre facilement
disponibles donc présentes dans le milieu interstitiel ou a la surface du floc, bien que
certaines microfaunes puissent se nourrir des bactéries situées a 1’intérieur de celui-cCi.
Dans ce cas, on peut résumer les principales activités de la microfaune biologique en deux
points : elles participent a 1’affinage du processus de traitement des eaux par une ingestion

trés importante de bactéries libres de 1’eau interstitielle (on estime en moyenne qu’un
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protozoaire peut ingérer la moitié de son poids en bactéries par heure). Secondairement,
elles produisent une grande quantité de mucus, ces excrétions contribuent en partie a la
floculation qui est une phase indispensable pour le bon fonctionnement du processus
épuratoire.

Selon I’organisation cellulaire des microorganismes, on distingue deux familles
principales de microfaune : les protozoaires et les métazoaires (Duchene and
Cotteux 1993).

v’ Les protozoaires

Ce sont des organismes unicellulaires, trés mobiles et de taille comprise entre 5 a 300 pum.
IIs se nourrissent essentiellement de bactéries et de molécules organiques dissoutes. Le réle
principal de ces protozoaires est avant tout la clarification de I’effluent et I’identification
de la nature des eaux a traiter. Ils sont trés bons indicateurs du fonctionnement stable des
stations d’épuration sur une durée assez importante (une a quelques semaines selon la
densité). En effet cette microfaune est trés sensible aux modifications environnementales et
a la situation transitoire : substrats, oxygene dissous, toxiques.

L’existence de certains individus de protozoaires dans les boues activées donne un signe
sur la présence de substances toxiques liées a la présence de produits chimiques utilisés par
quelques industries tels que I’industrie de la chimie de synthése, I’industrie textile, etc.
D’autres protozoaires sont corrélés a une bonne oxygénation et aussi a une bonne qualité
de traitement du carbone qui est généralement trés compléte (DCO inférieure a
15-20 mg/L) ou bien a une bonne nitrification d’azote (élimination partielle de 1’azote).

Il existe un grand nombre d’especes de protozoaires fixés ou mobiles au niveau des flocs.
L’age des boues est un facteur important intervenant au niveau de la croissance des
protozoaires. lls se partagent en différentes classes comme les zooflagellés (Bodo...), les
holotriches (Litonotus...), les ciliées péritriches (vorticelles...), les ciliés hypotriches
(Euplotes sp...) etc...

v' Les métazoaires

Les métazoaires sont des organismes multicellulaires dont la taille peut aller de 100 um a 1
mm. Leurs organisation cellulaire est plus complexe que les microorganismes
unicellulaires car I’ensemble de ces individus a des temps de génération trés différents.
Ce facteur de temps intervient dans la sélection des populations par I’intermédiaire de 1’age
des boues du systeme. En effet, ’age de boue, donc celui de la culture, est tres différent
selon le domaine de charge de I’installation (Canler et al. 1999). Egalement, le cycle de

croissance de ces métazoaires est tres lent.
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Parmi les principaux métazoaires présents dans les boues activées des stations d’épuration,
on retrouve essentiellement deux familles : les nématodes et les rotiféres.

Les nématodes sont présents dans les boues subissant une digestion aérobie. Ils sont un
signe de dépdt, s’ils se retrouvent probablement dans le bassin d’aération ou dans le
décanteur statique a des densités significatives (> 3.10° individus/L). Leurs roles de
prédateur bactérien permettent de contribuer au renouvellement de la biomasse épuratrice.
Tandis que, les rotiféeres sont présents et se développent dans les boues agées et bien
oxygénées. Leurs présences aussi stimulent I’activité et la décomposition de la microflore

(algues).

11.6. Les processus métaboliques

Le métabolisme de la cellule bactérienne est I'ensemble des réactions chimiques permettant
de convertir un élément nutritif en un autre a travers des transformations successives qui se
déroulent a l'intérieur ou a I’extéricur d'une cellule pour lui permettre notamment de se
maintenir en vie, de se reproduire, et de se développer. Certaines de ces réactions
chimiques se déroulent en dehors des cellules microbiennes, comme le transport de
substances entre cellules ; cependant, la plupart de ces réactions ont lieu dans les cellules
elles-mémes. Dans I'ensemble de ces réactions constituant le métabolisme, on distingue
d'une part l'anabolisme et le catabolisme, et d'autre part la respiration endogéne
(Bassompierre 2007;Coyette and Mergeay 2013).

La connaissance et 1’étude des processus métaboliques est essentielle car elle permet
d’expliquer les phénomeénes observés d’un point de vue macroscopique. Ils sont guides par
les huit énoncés élémentaires suivants:

v Chaque cellule acquiert des nutriments, qui sont les produits chimiques nécessaires
comme éléments constitutifs et sources d’énergie pour le métabolisme

v’ Le métabolisme nécessite de I'énergie de la lumiére ou du catabolisme des nutriments
acquis ;

v' L'énergie est souvent stockée dans les liaisons chimiques de I'adénosine triphosphate
(ATP) ;

v' A T’aide d'enzymes, les cellules catabolisent les molécules d'éléments nutritifs pour
former des élémentssimples appelés métabolites précurseurs ;

v En utilisant des métabolites précurseurs, d'autres enzymes et I'énergie de I'ATP, les

cellules construisent des blocs de construction plus grands dans les réactions anaboliques ;
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v" Les cellules utilisent des enzymes et de I'énergie supplémentaire provenant de I'ATP
pour lier les blocs de construction anabolique ensemble pour former des macromolécules
dans les réactions de polymeérisation ;

v’ Les cellules se développent en assemblant des macromolécules dans des structures
cellulaires telles que des membranes et des parois cellulaires ;

v' Les cellules se divisent généralement en deux une fois qu'elles ont doublé de taille
(Bauman 2018).

11.6.1. Le catabolisme

Il correspond au processus de fragmentation des substances nutritives complexes en
éléments plus simples dont certaines sont des métabolites précurseurs de I'anabolisme
(Figure 11.5). Il représente aussi I’ensemble des réactions d’oxydation et de dégradation
enzymatique. C’est une activité exothermique qui libére 1’énergie qui est stockée dans les

liaisons de I'ATP et servira a la croissance et a I’entretien cellulaire (Cardot 1999).

I1.6.2. L’anabolisme

Les voies anaboliques sont fonctionnellement I'opposé des voies cataboliques dans la
mesure ou les voies anaboliques synthétisent les macromolécules et les structures
cellulaires. Parce que construire quoi que ce soit nécessite de I'énergie, les voies
anaboliques sont endothermiques, c'est a dire qu'elles nécessitent plus d'énergie qu'elles
n'en liberent.L'énergie requise pour les voies anaboliques provient généralement des
molécules d'ATP produites lors du catabolisme pour développer la croissance et la division
cellulaire (Figure 11.5) (Bassompierre 2007).

Pour résumer, le métabolisme d'une cellule implique a la fois des voies cataboliques qui
décomposent les macromolécules pour fournir des blocs de construction moléculaires et de
I'énergie sous forme d'ATP, et des voies anaboliques qui utilisent les blocs de construction
et 'ATP pour synthétiser les macromolécules nécessaires & la croissance et a la

reproduction cellulaires.
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Figure 11.5.Métabolisme d’une bactérie hétérotrophe ou autotrophe
Les réactions de catabolisme et d’anabolisme sont trés générales et sont, en fait,
constituées de plusieurs réactions élémentaires. C’est la raison pour laquelle on préfere
s’intéresser directement aux réactions aboutissant a la réduction de la teneur en matiéres
polluantes et engendrant la croissance des bactéries sans faire de distinction entre
catabolisme et anabolisme. Cing réactions principales sontrépertoriées (Bassompierre
2007) :
v L’hydrolyse des chaines complexes de matiére organique biodégradable
C’est une série de réactions enzymatiques extracellulaires appliquées aux substances
absorbées (matieres organiques colloidales et azote organique particulaire) et qui ont lieu a
la surface des microorganismes. Les molécules organiques complexes sont converties en
molécules plus simples qui peuvent pénétrer dans la cellule par perméation ou transport.
v L’oxydation de la matiére organique biodégradable
Une partie des matiéres absorbées par les microorganismes est utilisée pour fournir
I’énergie nécessaire afin d’accomplir leurs fonctions biologiques.
v' L’ammonification
C’est la premiere étape de la dégradation des déchets azotés organiques. L’azote organique
est converti en ammoniaque par une réaction chimique ; cette réaction est compléte en
milieu des boues activées.
v' La nitrification
En environnement aérobie, les bactéries Nitrosomonas et Nitrobacter transforment 1’azote
ammoniacal (NHs") en présence d’oxygéne pour se développer et produire des nitrites
(NO2) puis des nitrates (NO3").
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v' La dénitrification

En environnement anoxique, certaines bactéries consomment les nitrates, a la place de
I’oxygene, et le carbone pour se développer et produire de I’azote gazeux (N2).

v La mort cellulaire

Une fraction des produits de mortalité est biodégradable (matiére organique colloidale ou
azote organique particulaire) et entre alors dans la boucle de degradation des composes,
I’autre partie représente les résidus endogénes inertes.

La figure 11.6 présente les dégradations respectives de la matiére organique biodégradable
et de I’azote organique dans les procédés biologiquesau travers de ces différentes réactions

(Cardot 1999).
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Figure 11.6. Dégradation de la matiére organique biodégradable et dégradation de la matiére azotée
dans les procédés biologiques

11.6.3. La respiration endogene
Elle représentant 1’étape d’oxydation des composés cellulaires, leurs dissociations en
produits résidus (matiéres carbonée, azotée). Elle permet de satisfaire les besoins des

cellules vivantes en cas de carence en substrat.
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CHAPITRE 111 : La phytoremédiation

I11.1. Introduction

Depuis les derniéres décennies, les chercheurs ont mesuré I’importance de la capacité des
plantes a stocker, dégrader, ou minéraliser les substances polluantes de 1’environnement
permettant la restauration des ressources essentielles que sont 1’eau, les sols et 1’air
lorsqu’elles sont contaminées. C’est ce que l'on appelle la phytoremédiation
(Fournon 1999) qui est souvent basée sur la présence d’une biomasse végétale importante
dont les plantes sont sélectionnées et adaptées au stress chimigue existant dans le systéeme
pollué. Ces possibilités d’adaptation sont trés souvent liées a des plantes a multiplication
rapide, possédant des temps de génération courts et dont les adaptations a des contraintes
environnementales sont fréquentes (San Miguel 2011).

La création et la mise en place de cette stratégie est basée sur I’observation de scientifiques
qui ont montré que certaines plantes terrestres ou aquatiques pouvaient se développer
spontanément dans des milieux fortement pollués (San Miguel 2011). En effet, ils ont
cherché a exploiter cette propriété et I’utiliser comme une méthode de traitement des
pollutions. D’un point de vue pratique, certaines stratégies de phytoremédiation
représentent un succes reel et qui sont utilisées communément de nos jours. C’est le cas
des stations de lagunages a macrophytes (Typha, Phragmites, Lemnacées) utilisées pour
purifier I’eau dont la charge polluante est diminuée par un couvert végétal approprié.
L’efficacit¢é de la phytoremédiation dépend des propriétés physico-chimiques des
polluants, de leurs modes d’action, de leurs biodisponibilités (type de site contaminé,
teneur en matiéres organiques, etc.), des facteurs climatiques et des espéces végétales
(Susarla 2002). Elle est une technologie de nettoyage efficace pour une variété de
polluants organiques et inorganiques.

La présence des polluants organiques dans 1’environnement est principalement d’origine
humaine, beaucoup d’entre eux sont toxiques, et certains sont cancérigénes. Ces polluants
sont rejetés dans I’environnement via les déversements (carburant, solvants), les activités
militaires (explosives, armes chimiques), I’agriculture (pesticides, herbicides), I’industrie
(textile, chimique, pétrochimique), etc. En fonction des propriétés de la matiére organique,
elle peut étre accumulée et emprisonnée dans les diverses parties des plantes, dégradeée
dans la zone racinaire ou absorbée suivies d’une dégradation, d’une séquestration ou d’une
volatilisation (Pilonsmits 2005). Par contre les polluants inorganiques sont des éléments

naturels de la crolte terrestre ou de 1’atmosphére, et les activités humaines telles que
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I’exploitation miniére, I’industrie, le trafic, ’agriculture et les activités militaires favorisent
leur rejet dans 1’environnement, entrainant une toxicité (Nriagu 1979). Ces contaminations
inorganiques ne peuvent pas étre dégradées, mais elles peuvent étre phytorémédiées par
stabilisation ou séquestration dans les tissus végétaux récoltables, telles que les
macronutriments végétaux (nitrate et phosphate) (Horne 2000), les oligo-éléments tels que
Cr, Cu, Fe, Mn, Mo et Zn (Lytle et al. 1998) et les éléments non essentiels tels que Cd, Co,
F, Hg, Se, Pb, V et W (Horne 2000; Blaylock and Huang 2000).

La phytoremédiation a gagné en popularité auprés des agences gouvernementales et de
I’industrie au cours des 20 dernicres années. Cette popularité est basée en partie sur le colt
relativement bas de cette technologie. Parce que les processus biologiques sont ultimement
alimentés par 1’énergie solaire, la phytoremédiation est en moyenne dix fois moins chere
que les méthodes de remédiation basées sur I’ingénierie telles que 1’excavation du sol, le
lavage/le brllage du sol, ou les systtmes de pompage et de traitement (Glass 1999).
Elle jouit également d’une popularité aupreés du grand public en tant qu’alternative « verte
et propre » aux usines chimiques. De plus, il faut noter que les produits issus de la
phytoremédiation peuvent étre valorisés, exemple : compostage de la biomasse végétale,
obtention d’énergie calorifique ou électrique, etc (Flechas and Latady 2003).

Cependant, il existe également des limites économiques a cette méthode. En effet, le
facteur limitant de ces techniques reste le temps de restauration des milieux allant parfois
au-dela d’une dizaine d’années, contrainte économique de gestion de 1’espace et de son
usage qui ne permet pas I’application systématique de cette technologie. Par ailleurs, les
industriels hésitent parfois a I’emploi de cette méthode car juridiqguement, tout traitement
de dépollution d’une durée de plus de six mois entraine le passage d’une installation
classée légére a une installation classée lourde, ce qui entraine un surcot et des contraintes
juridiques (Sanmiguel 2011). Aussi, les plantes qui interviennent dans le nettoyage
doivent étre la ou se trouve le polluant et doivent pouvoir agir sur lui. Par conséquent, les
propriétés du site contaminé, le niveau de toxicité et le climat devraient permettre la
croissance des plantes. La phytoremédiation peut également é&tre limitée par la
biodisponibilité des polluants. Si seule une fraction du polluant est biodisponibles, mais
que les normes réglementaires de nettoyage exigent que tout le polluant soit élimine, la
phytoremédiation n’est pas applicable en soi (Flechas and Latady 2003).

Malgré ces inquiétudes et ces limitations, la recherche sur la phytoremédiation est tres
répandue. Les scientifiques explorent le pouvoir des plantes de faire face a la

contamination, a la fois des metaux et des substances organiques toxiques, car cette
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phytotechnologie reste toujours une alternative verte pour le traitement des sites et des
eaux contaminées ; elle présente un impact positif sur I’environnement car elle utilise
I’énergie du soleil pour la décontamination des sites pollués, contrairement aux techniques
traditionnelles qui utilisent I’énergie fossile qui est malheureusement un grand polluant

pour I’environnement.

I11.2. Notions de toxicité et tolérance

a) Notion de toxicologie et d’écotoxicologie

Le terme toxicologie désigne « I’ensemble des investigations destinées a évaluer la toxicité
des polluants sur les espéces vivantes » (Allais et al. 1979) ; il est défini comme « la
discipline qui étudie les substances toxiques ou poisons c'est-a-dire les substances qui
provoquent des altérations ou perturbations des fonctions de 1’organisme conduisant a des
effets nocifs donc le plus grave, de toute évidence, est la mort de I’organisme» (Allais et
al. 1979). De ces définitions, il en vient a conclure que la notion de la toxicité est liée a
I’ensemble des organismes vivants dans un écosysteme. Son objectif étant de définir les
doses dangereuses, des seuils admissibles de concentration en produits nocifs et de son
devenir dans le milieu biologique (Triquet et al. 1998).

Cependant, I’écotoxicologie est définie comme étant la science de 1’étude des modalités de
contamination de 1’environnement par les agents contaminants naturels ou artificiels
produits par I’activité anthropogénique, ainsi que leurs mécanismes d’action et leurs effets
sur les organismes vivants dans la biosphére. Elle est également définie comme la
discipline qui étudie les conséquences écologiques de la pollution de 1’environnement par
les substances toxiques (Cardeal et al. 1993). On assimile la toxicologie aquatique a une
partie de 1’écotoxicologie qui traite des écosystémes aquatiques (Baudo 1987).

b) Définition d’un toxique

Une substance est dite toxique lorsque sa présence a une concentration donnée dans le
milieu considéré ou bien son absorption a une dose donnée, entraine chez les organismes
vivants des perturbations du fonctionnement de la fonction métabolique ou physiologique
susceptible d’aboutir a la mort, ou provoque des altérations des fonctions de I’organisme
au niveau moléculaire, cellulaire ou de 1’organisme (Lundahl 1974).

c) Manifestation de la toxicité

La toxicité est la manifestation quantitative ou qualitative des concentrations des produits

nocifs donnés dans un milieu, ou son absorption se fait a des doses données. Ceci entraine
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des conséquences directes sur les organismes vivants du milieu. Elle admet diverses
manifestations aupres de ces organismes vivants qui peuvent étre des stress pour les
plantes, des troubles de fonctions physiologiques et métaboliques chez des organismes
supérieurs pouvant aboutir a la mort.

On peut résumer cette manifestation de deux manieres (OCDE 2002) :

e Manifestation indirect : par I’accumulation des produits nocifs tout au long d’une
chaine alimentaire (bioaccumulation), et I’apparition des effets toxiques se faisant vers la
fin de la chaine trophique (absorption radiculaire chez les plantes, digestion chez les
animaux, etc.).

e Manifestation direct : au niveau d’une espéce, ou on distingue en général trois formes
de manifestations (Allais et al. 1979) :

Toxicité aigué : elle est la manifestation la plus spectaculaire de la nocivité d’un poison.
Elle résulte d’une exposition ou d’une absorption de courte durée pouvant entrainer une
mort certaine dans I’immédiat. Ces essais sont généralement réalisés sur des organismes
jeunes pendant une période de 24 a 76 h et est déterminée par une CLso pour les poissons et
d’un CEso pour les algues et crustacés (OCDE 2002).

Toxicité subaigué : elle résulte de 1’exposition fréquente ou répétée sur une période de
plusieurs jours ou semaines (Lauwerys 1982). Dans cette forme de toxicité, une proportion
significative de population peut survivre a 1’intoxication, bien que présentant des signes
cliniques liés a 1’absorption du toxique (OCDE 2002). Dans ce contexte, I’admission de
doses ou du maintien de 1’organisme dans le milieu renfermant une concentration définie
en substance a étudier pendant des durées définies atteint moins de 10 % de la durée de vie
de ’organisme étudié (Allais et al. 1979; OCDE 2002).

Toxicité chronique: Elle suppose une exposition continuelle de trés faibles quantités de
contaminant sur une espéce a une longue période. Cette exposition peut aller de plusieurs
jours a toute une vie, voire davantage selon le cycle reproductif de 1’organisme a étudier
(Ramade 1992). Cette forme de toxicité résulte de I’effet cumulatif de certaines substances
qui vont étre partiellement ou totalement retenu dans un organisme vivant. Cet effet est
capable de provoquer des manifestations toxiques ainsi que des bouleversements
physiques, chimiques et physiologiques de 1’espéce (Lauwerys 1982).

e Evaluation de la toxicité d’un écosystéme

La détermination de la concentration d’un toxique dans un €cosysteéme donné n’est pas
souvent suffisante pour la protection de I’environnement. De plus, les méthodes chimiques

d’analyse quantitative des toxiques peuvent se révéler coliteuses, insuffisantes et moins
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difficiles (OCDE 2002). C’est pourquoi 1’approche biologique a été envisagée, car ces
méthodes sont simples, rapides fiables et nécessaires pour fournir des informations sur les
risques potentiels dus aux toxiques donnés (Baudo 1987).

¢ Notion de biomonitoring

Le biomonitoring a pour objectif d’évaluer I’impact de la pollution en fonction du temps a
I’'un des niveaux de 1’édifice biologique d’un écosystéme. Il existe plusieurs types de
monitoring. On peut juste citer le monitoring physiologique et le monitoring chimique.
Dans ce dernier, on estime les quantités de polluants accumulées ou accumulatrices dans
une chaine trophique (Phillips and Rainbow 1994).

Dans le cadre du suivi de I’impact des différents polluants toxiques et leurs répartitions
dans 1’écosystéme, les macrophytes aquatiques ainsi que les algues sont beaucoup
utilisées(Whitton et al. 1982). Ainsi, le biomonitoring intervient dans 1’étude des
échantillons de ces macrophytes ou/ et algues exposées a ces polluants afin de détecter la

présence d’un biomarqueur d’exposition.

e Les biomarqueurs

Un biomarqueur est défini comme étant toute modification biochimique, physiologique et
morphologique dans les plantes permettant d’évaluer la phytotoxicité contenus dans les
milieux contaminés et de mesurer leur exposition a des substances toxiques. Il est a
signaler que D’efficacité d’une espéce et donc d’un biomarqueur dépend du degré
d’adaptation au stress environnemental des populations étudi¢es et de leur homogénéité
(N.A.S.N.R.C 1989).

o Les bioessais

Un biotest est le résultat d’une observation comportementale d’un individu ou d’un groupe
d’individus homogeénes face aux conditions expérimentales bien définies, avec le milieu
test (Biney et al. 1994). Etant donné les différentes sensibilités face aux toxiques qui font
I’objet de taxons, le choix de [I’espece bioindicatrice est trées complexe
(Erickson et al. 1998). L’¢levage et le maintien des especes a étudier est donc une
opération délicate puisqu’ils doivent refléter avec fidélité les tests envisagés. Dans les
effets recherchés, les polluants peuvent se manifester par leur toxicité immediate ou
toxicité « aigué » ; dans ce cas, les effets observés sont généralement des effets Iétaux.
La toxicité chronique et I’accumulation des substances le long d’une chaine alimentaire

sont décrits par des modifications morphologiques, des modifications de la croissance, de
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la reproduction, de I’activité métabolique et ou du comportement (Allais et al. 1979; Gong
et al. 2005).

e Les bioindicateurs

Un indicateur biologique est un organisme ou un ensemble d’organismes qui par référence
a des variables biochimiques, cytologiques, physiologiques, éthologiques ou écologiques
permet de facon pratique et slre de caractériser 1’état d’un écosystéme ou d’un éco
complexe et de mettre en évidence aussi précocement que possible leurs modifications,
naturelles ou provoquées (Blandin 1986).

d) Utilisation des lentilles d’eau comme bioindicateurs

L’accumulation de certains polluants par les organismes bioaccumulateurs facilite leur
mise en évidence et leur quantification par des méthodes chimiques et/ou physiques en
procédant a 1’analyse d’échantillons de milieux naturels par les micropolluants, notamment
au travers des réseaux de biosurveillance. Ceci fait des plantes aquatiques de bons
bioindicateurs (Triquet et al. 1982). L’utilisation des lentilles d’eau comme bioindicateurs
est un outil irremplacable pour la recherche écologique. Actuellement, des études en
laboratoire et sur le terrain ont fourni des informations importantes sur la capacité de ces
plantes aquatiques a agir comme bioindicateurs de la qualité de 1'environnement
(Ferrat et al. 2003). L’espéce Lemna gibba, est utilisée pour les études de la qualité de
I'eau pour surveiller les métaux lourds et d'autres polluants organiques, car, comme d'autres
macrophytes aquatiques vasculaires, elle peut accumuler de maniéere sélective certaines
substances chimiques présentes dans les écosystemes (Salt et al. 1995). Ces plantes
peuvent ainsi étre le reflet des eaux dans lesquelles elles se situent, et permettant d'obtenir
une évaluation globale de la qualité environnementale du milieu (étude des réactions
physiologiques liées au stress) et des concentrations environnementales de polluants
particuliers (analyses des tissus) (Cymerman and Kempers 2001). Ces lentilles d’eau
possédent les différentes qualités suivantes (Wehr and Whitton 1983) :

e Elles ont des propriétés physiologiques intéressantes (taille réduite, taux de
multiplication élevés et bonne propagation végétative) qui en font un systeme de test idéal
(Radie et al. 2011). De plus, le test d'inhibition de la croissance est simple, sensible et
économique.

e Elles n'ont pas de racines, ce qui les préserve de I’influence de leur substrat et leur
permet de refléter uniquement la qualité de I'eau en établissant un échange direct entre les

feuilles et I’eau ;
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e Elles n’ont pas de systéme vasculaire, ce qui limite les transferts internes des polluants
dans I’organisme ;

o Elles se développent pratiquement toute I'année et leurs peuplements sont tres stables
dans le temps et I'espace ; les espéces sont communes, abondantes et largement réparties
géographiquement a travers le globe (Wehr and Whitton 1983; Radie et al. 2011; Smith
1978;Hillman and Culley 1978) ;

o Elles résistent a de fortes concentrations en métaux et a des pollutions importantes ;

e Elles ont aussi un autre avantage qui est d’utiliser de nombreux composés organiques et
peuvent croitre méme en I’absence de lumiére (O.1.E 1984) ;

e Elles possedent une forte capacité d’accumulation des polluants : leurs facteurs de
bioaccumulation sont souvent les plus élevés de tous les compartiments de I'écosysteme
aquatique (Claveri et al. 1994) ;

Leur collecte, leur manipulation, leur transport et leur conservation sont aisés (les individus
sont de taille réduite ce qui facilite I’échantillonnage) elles accumulent trés rapidement (de
quelques heures a quelques jours) un grand nombre de micropolluants et se décontaminent
(pour les métaux) en quelques semaines a quelques mois (O.1.E 1984; Mersch 1993;
Vray et al. 1992), ce qui permet la détection des pollutions accidentelles (Say et al. 1981).
v" Tests biologiques de toxicité

En général, les tests biologiques de toxicité font partie des bioindicateurs ; ce sont des tests
expérimentaux réalisés pour identifier et évaluer le potentiel toxique de substances rejetées
par des effluents, ou d’'un mélange de substances par la réponse biologique d’organismes
vivants. lls permettent de déterminer les concertations avec effets (CE1o, CEso, LOEC...)
ou sans effet (NOEC) (OCDE 2006). Mais, ces tests biologiques doivent étre
obligatoirement complétés par des études sur le milieu récepteur, portant sur les indicateurs
biologiques de 1I’écologie d’une maniere générale.

Les tests de toxicité représentant I’aspect analytique des études écotoxicologiques,
permettent d’établir les relations entre les quantités de toxiques absorbées et les différents
effets biologiques sur les organismes des milieux naturels. L’action des substances
toxiques sur les organismes vivants peut se traduire par divers effets biochimiques ou
physiologiques facilement quantifiable dont le plus important est la mort des organismes,
mais aussi des troubles physiologiques (stérilité, ralentissement de la croissance, etc.)
(Baudo 1978).
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Ces essais de toxicité sont normalisés par les lignes directives des diverses organisations
internationales telles que: [I'Organisation Internationale de Coopération et de
Développement Economiques (OCDE), 1’Organisation Internationale de Normalisation
(ISO), I’Association Frangaise de Normalisation (AFNOR), etc....(OCDE 2006).

e Le principe des essais

Des monocultures du genre L.gibba, en phase de croissance exponentielle, sont exposées a
différentes concentrations de la substance d'essai sur une période de quatre jours. Chaque
essai doit inclure des témoins sans substance d'essai, placé dans des conditions
environnementales identiques. Les tests de toxicité visent a quantifier les effets de la
substance toxique sur la multiplication végétative des lentilles d'eau durant cette période, et
le nombre de frondes représente la premiere variable & mesurer dans le but de calculer le
taux de croissance moyen. La croissance des lentilles d'eau dans les solutions
expérimentales est comparée a celle des témoins et la concentration induisant une
inhibition de la croissance (par exemple 50%) est exprimée sous la forme de CIx
(par exemple Clsp). La concentration minimale avec effet observé (CMEO ou LOEC) et la
concentration sans effet observé (CSEO ou NOEC) peuvent aussi étre déterminées
(OCDE 2006).

e Symptdmes morphologiques de toxicité

Le seuil de toxicité d’une substance est la concentration maximale a laquelle aucun signe
de toxicité n’est observé au niveau des tissus végétaux. Les signes morphologiques de
toxicité dans le cas particulier des espéces Lemna concernent :

La chlorose : dépigmentation des frondes (virages du vert au jaune) ;

La dislocation des colonies : séparation des frondes ;

La nécrose : morte localisée de tissu (points bruns ou blancs sur les frondes) ;

La réduction de la croissance : diminution de biomasse ou de vitesse de croissance
(OCDE 2006).

e Mesure des parameétres inhibiteurs de croissance — étude dose-réponse :

Les organismes vivants réagissent a une substance toxique selon la quantité ou la dose
qu’ils recoivent de ce produit. Le but des études dose-réponse est d’estimer la relation étre
la quantité de substance regue et le risque qu’elle peut causer chez 1’organisme (inhibition
de la croissance, reproduction, etc.). L’utilisation des tests de toxicité passe par la
définition de valeurs remarquables déterminées sur la base de données fournies par le

biotest utilisé. Elles sont issues de la corrélation qui existe entre la dose d’exposition et
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I’effet toxique (inhibition de la croissance par exemple) représentée sous la forme d’une
courbe dose-réponse.
La corrélation existant entre la dose d’un élément et sa toxicité est représentée par une

courbe dose-réponse représentée ci-dessous (Figure 111.1) :

Réponse (%)
100 — *
LOEC CE,, . dose qu affecte 50% de la population
L. NOEC NOEC : concentration sans effet observés
[Temoin LOEC : plus basse concentration efficace
0 —'l T T !
0.1 1 CE,5, 10 100
Concentration en polluant

Figure I11.1. Relation entre les doses et les effets (dose-réponse) et les valeurs

remarquables NOEC, LOEC et CEso (Perrodin et al 2011)

a) Détermination de la ClIx: la Clx est la concentration inhibant X% de la croissance
d’une population d’étre vivants. Elle est déterminée a partir de la droite obtenue par
régression linéaire de la fonction : croissance = f (concentrations). Dans la majorité des
travaux relatifs a I’effet toxique d’une substance, on détermine la concentration inhibant
50% de la croissance, soit la Clso, (d’autres valeurs peuvent également étre utilisées
comme la Clyo et la Cloo).

Pour déterminer la CIx, les concentrations expérimentales doivent entourer la valeur de la
ClIx afin que le niveau de confiance soit suffisant. Par exemple, s'il s'agit d'estimer la Clso,
la concentration expérimentale la plus élevée doit dépasser la valeur de la Clso. Si la Clsg
sort de la gamme des concentrations expérimentales, les intervalles de confiance seront
larges et il risque d'étre impossible d'évaluer correctement la validité de I'ajustement
statistique du modeéle.

b) Determination de la LOEC (valeur de faible effet) :La LOEC est la concentration

minimale de la substance ayant un effet inhibiteur sur le végétal.
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c) Détermination de la NOEC (valeur de non effet) : La NOEC est la concertation
maximale pour laquelle aucun effet n’est observé (I’effet n’est pas différent de celui des
contréles).

Pour estimer la LOEC (CMEQO) et la NOEC(CSEOQ), la plus petite concentration
expérimentale doit étre suffisamment basse pour que la croissance des lentilles d'eau ne
soit pas ralentie de maniére significative par rapport a celle des témoins. De plus, la
concentration expérimentale la plus élevée doit étre suffisamment élevée pour que la
croissance soit sensiblement inférieure a celle des témoins. Si ce n'est pas le cas, I'essai
devra étre répété a une gamme de concentrations différente (& moins que la concentration
la plus élevée atteigne la limite de solubilité ou, la concentration limite supérieure
autorisée, par exemple 100 mg/L).

Les valeurs LOEC et NOEC se référent a des effets sur la survie, le développement, la
reproduction, la croissance et les changements morphologiques. La variabilité des résultats
d’essais correspond a la variation des conditions expérimentales. De plus pour assurer leur
fiabilit¢ il faut un nombre important de réplications (méme expériences, méme

concentration) lors d’un test écotoxicologique.

111.3. Définition et principe de la phytoremédiation

La phytoremédiation « phyto » = plante et « remedium » = rétablissement de 1’équilibre
(ou phytorestauration), est apparue ces derniéres années comme étant une alternative de
dépollution plus économique et plus respectueuse de 1I’environnement qui s’appliquer a de
tres grandes surfaces et a des contaminations superficielles. Elle permet d’élaborer un
tampon entre les zones polluées et la biosphére (Clémence 2008). Le principe de la
phytoremédiation repose sur [’utilisation de différentes plantes pour décontaminer
I’environnement et/ou minimiser les risques écotoxicologues dans les relations sources,
exposition, récepteurs. Elle regroupe plusieurs technologies relativement différentes mais
toutes basees sur ’emploi des plantes qui développent des mécanismes complexes afin
d’extraire, de dégrader ou d’immobiliser les contaminants organiques et inorganiques
contenus dans les sols, les sédiments, les boues, les eaux de surface et souterraines ou dans
I’air. Ces plantes fixatrices absorbent les polluants a travers leurs racines et leurs feuilles,
lesquels sont ensuite transportés dans d’autres parties de la plante pour étre utilisés,
transformeés, degradés ou stockeés (Chevrier 2013; Adki et al. 2013). La phytoremédiation

des polluants par les plantes terrestres ou aquatiques est généralement différente pour les
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matieres organiques et inorganiques. Les contaminations organiques sont généralement des
xénobiotiques pour la plante. En conséquence, il n’y a pas de transporteurs spécialisés de
ces composés dans les membranes végétales, donc 1’absorption de ces polluants organiques
a lintérieur des tissus végétaux est effectuée selon I’hydrophobicité¢ de ces composées
(Briggs et al. 1982; Trapp and McFarlane 1994). Les composants qui ont une certaine
aversion pour 1’eau (hydrophobes) peuvent pénétrer et se déplacer a travers la bicouche
lipidique des membranes cellulaire par simple diffusion, en passant de la région la plus
concentrée (le site contamingé) vers la région la moins concentrée (I’intérieur de la racine).
Ceux qui ont une trop forte affinité pour les lipides resteront bloqués dans la paroi
cellulaire, et ils ne peuvent pas pénétrer dans les fluides cellulaires, tandis que ceux qui ont
une trop grande affinité pour I’eau ne seront tout simplement pas absorbés. Une fois dans
les plantes, les composants organiques peuvent étre liés a d’autres molécules (conjugaison)
et entreposés ou encore dégradés (par des enzymes) (Pilonsmits 2005). En revanche, les
substances inorganiques sont absorbées par des processus biologiques via des protéines de
transport membranaire qui sont des macromolécules organiques ou des acides organiques
synthétisés par les plantes pour faciliter I’absorption, le transport, I’entreposage et la
tolérance des plantes a ces éléments composés métalliques. Ces transporteurs se produisent
naturellement parce que les polluants inorganiques sont soit des nutriments eux-mémes
(par exemple, nitrate, phosphate, cuivre, manganese, zinc) ou sont chimiquement similaires
aux nutriments et sont absorbés par inadvertance (par exemple, 1’arséniate est absorbé par
les transporteurs de phosphate, le sélénate par les transporteurs de sulfate)
(Abedinet al. 2002; Muthusaravanan et al. 2018).

I11.4. Techniques et mécanismes de phytoremédiation

Aujourd’hui, le terme de phytoremédiation est largementutilisé et rassemble toutes les
méthodes basées sur I’utilisation de végétaux terrestres ou aquatiques dans un but
d’extraire des matrices contaminées, les stocker, les transférer et/ou les détoxiquer. Elles
permettent aussi de réduire le risque de dégradation des écosystémes naturels par différents
mécanismes. Les différentes techniques définissant le terme générique de
phytoremédiationsont principalement divisées en cing processus: la phytostabilisation, la
phytoextraction, la phytovolatilisation, la phytodégradation et la rhizofiltration
(Muthusaravanan et al. 2018; Hakeem et al. 2014) ; ils sont basés sur le type de
polluant, du végétal et de son milieu (Figure 111.2).
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v’ Phytostabilisation : Celle-ci est réalisée grace aux végétaux qui ont le pouvoir de fixer
et de réduire la mobilité et la biodisponibilité des polluantes dans 1’environnement par la
diminution du leurs potentiels de dispersion dans les eaux de surface et
souterraines(Fournon 1999) ; les composés polluants sont immobilises en se liant
chimiquement par précipitation, stabilisation, absorption ou piégeage par la plante.Dans ce
processus, les plantes utilisées doivent avoir un systeme racinaire trés developpé qui
permet ’adsorption, 1’absorption et I’accumulation de contaminants dans leurs tissus
(Segura and Ramos2013) pour empécher le mouvement des contaminants vers les eaux
souterraines et leurs migrations vers le sol de surface et plus loin avec le ruissellement des
eaux de pluie(E.P.A 1999). De plus, elles devraient avoir une faible capacité
d’accumulation de polluants dans leurs parties aériennes et une tolérance élevée aux
variations de pH, de salinité et d’humidité du site pollué (Cunningham and Berti 1993).
(Plechovka and Klink 2014) ontmené une étude sur les capacités de phytoremédiation de
Ialpiste rouge (Phalaris arundinace)vis-a-vis des métaux traces Zn, Fe, Mn, Pb, Cu, Ni,
Cd, Co et Cr accumulés dans I’eau et les sédiments. Les résultats ont montré différentes
concentrations de métaux traces dans divers organes de la plante, les concentrations les
plus élevees étaient dans les racines et les plus faibles dans les feuilles. Les auteurs ont
conclu que la translocation limitée des métaux traces absorbés par fait de cette plante une
espece potentielle pour la phytostabilisation des sédiments contaminés par des métaux (en
particulier de Co et Cd).

v" Phytoextraction : (Appelé aussiphytoaccumulation), celle-ci est effectuée par
I’utilisation des plantes accumulatrices et/ou hyperaccumulatricesde polluants, et qui sont,
soit a forte production de biomasse, comme par exemple Brassicajuncea (ou moutarde
indienne)(Salido et al. 2003), dont la taille compense le faible pourcentage
d’accumulation, soit des plantes de biomasse parfois plus faible, mais qui sont capables
d’emmagasiner de grandes quantités des polluants(Morikawa and Erkin 2003). Ces
plantes sont susceptiblesde tolérer et d’accumuler dans leurs tissus (feuilles, tiges, racines)
des métaux (Dalcorso et al. 2019) et des matieres organiques du sol et des eaux usées. Ces
polluants sont prélevéspar les racines de ces plantes accumulatrices puis transférés dans
leurs parties aériennes ou ils sont sequestrés dans les feuilles(Fournon 1999).11 existe deux
catéegories de phytoextraction: les processus continus et induits. La phytoextraction
continue utilise des plantes qui accumulent des niveaux élevés de contaminants toxiques
tout au long de leur cycle de vie, et la phytoextraction induite implique 'utilisation de

chélateurs dans une phase particuliere de la croissance des plantes, ce qui augmente
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I’accumulation de toxines dans les tissus végétaux (Starck 2005).(Magdalena et al.
2012)ont étudié la tolérance de Potamogetonpusillusvis-a-visdu Cr et du Cu ainsi que sa
capacité d’élimination de ces métaux d’une solution aqueuse. Les auteurs ont montré que
les racines et les feuilles de P. pusillus accumulent de plus grandes quantités de Cu et de Cr
que les tiges. Ils concluent qu’il peut étre recommandé pour 1’utilisation dans la
phytoextraction des métaux lourds présents dans des eaux contaminées.

v Phytovolatilisation :C’est un  mécanisme  particulier  par  lequel les
plantesphytoextractrices peuvent transformer les contaminants du sol ou des eaux polluées
en ¢léments volatiles et les relachent dans I’atmosphére via les zones foliairesd’échanges
gazeux que sont les stomates (Zayed and Terry 1994). Ce processus est observé pour des
composants organiques volatiles (COV) et certains composés inorganiques extraits de sites
contaminés puis transportés dans leurs systemes vasculaires, et relargués enfin dans
I’atmosphére par transpiration(Taghavi et al. 2005; Barac et al. 2004).Ce mécanisme est
principalement utilisé pour la purification de 1’eau et des sols contaminés par le sélénium
(Se), le mercure (Hg) ou I’arsenic (As) et des composés organiques tels que le
trichloréthyléne, le benzene, le nitrobenzeéne, le phénol etl’atrazine (Goncalves et al.
2007). Neanmoins, ce mécanisme est négatif en termes de phytoremédiation puisque la
pollution se trouve déplacée d’un compartiment a un autre sans diminution quantitative de
la charge polluante et parfois sans diminution du pouvoir toxique de ces polluants.

v Phytodégradation (ou  phytotransformation) :  Un  contaminant  peut  étre
détoxiqué(voire complétement minéralisé) par les systemes enzymatiques des plantes qui
sont capables de catalyser ladégradation des substances absorbées ou adsorbées(Alkioet al.
2005).Cette  métabolisation peut avoir lieu dans les tissus de la plante ou dans
lesmicroorganismes associés de la rhizosphére (rhizodégradation). La plante peut
exsuderdes substances nutritives vitales au développement des microorganismes qui
pourrontjouer un réle bénéfique de la biodégradation des polluants organiques (Kumar et
al. 2019). On parle alors de rhizodégradation, de phytostimulation ou encore de
biorémédiation(San Miguel et al. 2011). Cette technique de la phytodégradation est
utilisée pour le traitement des sols, des sédiments fluviaux et des boues ainsi que des eaux
souterraines et de surface (Hasanuzzaman et al. 2020). La dégradation des composes
organiques peut étre complete (générant des éléments inorganiques comme le CO2, I’eau
ou le Cl,), mais elle peut aussi étre incomplete, entrainant la formation d’intermédiaires
stables (appelés métabolites) qui peuvent étre entreposés dans la plante (Pilonsmits 2005).

La dégradation des produits organiques peut se faire dans les racines ou dans les parties
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aériennes des plantes, grace a des enzymes comme les déhalogénases, les oxygénases et les
réductases (Black 1995).Si c’est généralement I’activité enzymatique des plantes qui
provoque la dégradation, elle peut aussi étre issue de I’activité des microorganismes qui
vivent dans les plantes, qu’on appelle alors des endophytes(Pilonsmits 2005). (Zazouli et
al. 2014) ont étudié la capacité d’Azollafiliculoides a éliminer le bisphénol A (BPA) des
solutions aqueuses. L’efficacité d’élimination était supérieure a 90% lorsque la
concentration de BPA était de 5 ppm et la quantité de biomasse était de 0,9 g. Les auteurs
ont conclu que A. filiculoides élimine le BPA de la solution aqueuse par la dégradation des
contaminants par les processus métaboliques de la plante ou par la dégradation des
contaminants environnants par les enzymes produites et secrétées par la plante.

v Rhizofiltration (qui est une méthode de phytoaccumulation) : C’est I’utilisation des
racines des plantes aquatiques ou des plantes terrestrespour absorber ou adsorber des
polluantes, principalement des métaux(Hakeem et al. 2014) et certains composés
organiques comme les pesticidesdans des solutions aqueuses,et aussi 1’emploi des
communautés microbiennes de la rhizosphere pour faciliter 1’absorption ultérieure des
polluants primaires et secondaires par la plante (Fournon 1999; Sanmigel 2011).0On peut
traiter aussi avec la rhizofiltration, les eaux usées municipales ou industrielles, le
ruissellement de surface ou 1’eau qui s’infiltre dans le sol en zone agricole, le lixiviat des
mines et des sites d’enfouissement, ou encore la contamination de 1’eau
souterraine(Pilonsmits 2005;Glass 1999).Les plantes utilisées dans cette méthode doivent
étre hautement tolérantes aux composés toxiques, résistantes a une faible concentration
d’oxygéne et doivent avoir un systeme racinaire étendu, qui se développe rapidement et
produit de grandes quantités de biomasse (Srivastava et al. 2014). Pratas et al. 2014ont
étudié la capacité de trois espéces végétales (Callitriche stagnalis, Potamogetonnatans et
P. pectinatus) cultivées dans le systeme de phytofiltration de laboratoire a réduire la
concentration d’uranium (U) dans ’eau contaminée. Ils ont observé une absorption rapide
d’uranium, entrainant une réduction de sa concentration dans 1’eau pouvant atteindre

85,5%.
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Schema regroupant les differents
principes de phytoremeédiation

Phytoextraction Phytodégradation

) F1a Y
LM} Elément trace métallique
.: Polluant organique
0: Polluant organique dégradé

\\* : Micro-organismes J

Phytovolatilisation [

Phytostimulation

Nappe phréatique

Figure I11.2.Principales technigues de phytoremédiation

Les différentes technologies de phytoremédiation décrites ci-dessus sont adaptées a
différentes classes de polluants, en fonction du type de pollution et des matrices
contaminées(Tableau I11.1), de nombreuses études ont permis de lister les mécanismes
mis en jeux lors de choix et de I’application des techniques de phytoremédiation sur les
différents types de polluants, et sur les divers sites contaminées (San Miguel A 2011).En
effet, la rhizofiltration dans une installation confinée a I’intérieur est relativement coliteuse
a mettre en ceuvre et donc plus utile pour des volumes relativement petits d’eaux usées
contenant  des  substances  inorganiques  dangereuses  telles que les
radionucléides(Dushenkov and Kapulnik 2000; Negri and Hinchman 2000). Le principe
de laphytostabilisation est utilisé, par exemple, lorsque des chapeaux végétatifs sont
plantés sur des sites contenant des polluants organiques ou inorganiques, ou lorsque des
plantes sont utilisées comme barrieres hydrauliques pour empécher le lessivage ou le
ruissellement de contaminants organiques ou inorganiques. Les plantes peuvent également
étre utilisées dans ce que I’on appelle des bandes tampons pour intercepter la migration
horizontale des panaches d’eaux souterraines polluées et rediriger le flux d’eau vers le haut
(Mccutcheon and Schnoor 2003). La phytoextractionest principalement utilisée pour les
métaux et autres substances inorganiques toxiques (Se, As, radionucléides), ainsi que
certains polluants organiques(Banuelos and Meek 1990;Blaylock and Huang 2000). La

phytostimulation est utilisée pour les matieres organiques hydrophobes qui ne peuvent pas
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étre absorbées par les plantes mais qui peuvent étre dégradées par les microbes. La

phytovolatilisation peut étre utilisée pour les composés organiques volatiles (COV)

(Winnike-McMiillan et al. 2003), et pour quelques substances inorganiques qui peuvent

exister sous forme volatile, comme le Sélénium (Se) et le Mercure (Hg) (Hansen et al.

1998; Rough et al. 1996).

Tableau 111.1. Différents types de traitements en fonction du polluant a extraire ou a traiter

(Morikawaand Erkin 2003)

Types

Produits chimiques traités

Phytoaccumulation/phytoextraction

Phytodégradation/ phytotransformation

Phytostabilisation

Phytostimulastion

Phytovolatilisation

Rhizofiltration

Cadmium, Plomb, Nickel, Zinc et autres
métaux lourds, BTEX (Benzéne,
Ethylbenzéne,  Toluéne et  Xylenes),
Pentachlorophénol, composés aliphatiques a
chaine courte et autres composés organiques.

Munitions (Nitrobenzene, Nitroéthane, Acide
picrique), Atrazine, solvants  Chlorés
(Tétrachlorure de Carbone,
Tétrachloroéthylene, Acide
Dichloroacétique), Bromure de Meéthyle,
autres pesticides a base de Chlore et de
Phosphore...etc.

Prouvé pour les métaux dans les bassins de
résidus miniers et attendu pour les Phénols et
les solvants Chlorés (Trichlorométhane et
Tétrachlorométhane) etc...

Hydrocarbures Polycyclicaromatiques,
BTEX, autres Hydrocarbures pétroliers et
autres composés organiques...etc.

Solvants Chlorés (Tétachloroéthane,
Trichlorométhane et Tétrachlorométhane),
Mercure et Sélénium.

Métaux  lourds, produits  chimiques
organiques et radionucléides.

I11.5. Espéces végétales utilisées en phytoremédiation

L’idée d’utiliser des végétaux pourla décontamination de I’environnement est survenue

aprés avoir observéque certainesplantes se développaient dans des sitespollués, telle que
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les cours d’eau chargés en substances organiques (eaux résiduaires urbaines et
industrielles), des étendues d’eau naturelles ou artificielles chargées en matiéres nutritives,
qui sont des siéges d’une multiplication excessive deplantes terrestres ou aquatiques.
En effet, ces plantes deviennent alors un systeme de pompage et de filtration dont les
racines et les feuilles sont les extracteurs pouvant trouver, altérer et/ou transporter des
éléments et des composés contre des gradients chimiques importants.En outre, le choix de
I’espece végétale est essentiel, plus de 800 especes veégétales se prétent a la
phytoremédiation(A.D.E.M.E 2006) et les plantes sélectionnées en vue d’une utilisation en
phytoremédiation doivent, si possible, présenter un bon compromis des qualités suivantes
(Keller et al. 2003; Chaudhry et al. 2002) : elle doivent étre hypertolérante
auxconcentrations en polluants, étre hyperaccumulatrices, poussent rapidement et
atteignent une biomasse élevée avec un systeme foliaire et racinaire développé ; cela leur
permet d’étre en contact avec un plus grand volume de site contaminé et de pouvoir en
extraire davantage de contaminants, avoir une activité photosynthétique intense, permettre
un transport et un stockage a taux élevé, permettre une extraction rapide et peuvent étre
récoltées facilement,étre dotées de mécanismes internes pour métaboliser des polluants,
étre adaptables au climat local,avoir une certaine résistance aux insectes et aux maladies,et
permettre une facilité de gestion. Dans ce sens, de nombreux travaux ont été elaborés dans
le but d’étudier la relation entre la pollution et les végétaux. Sous cet aspect, on a pu établir
une classification des végétaux et de plantes susceptibles d’intervenir dans les processus de
phytoremédiation, on distingue donc:

o Les végétaux victimes de la pollution ;

e Les vegétauxbioindicateurs de la pollution qui peuvent étre, soit indicateurs soit
tolérants de substances toxiques, et qui sont en général des populations d’espéces
communes adaptées aux sites polluées. Ces végétaux sont potentiellement utiles pour la
phytostabilisation et la phytovolatilisation ainsi que pour 1’étude des mécanismes de
tolérance mais leurs capacités d’accumulation des contaminants dans les parties aériennes
sontfaibles. Elles présentent donc peu d’intérét pour la phytoextraction(Clémence 2008) ;

e Les végétaux accumulatrices et/ou hyperaccumulatrices qui développent des
mécanismes de résistance contre certains polluants, que ce soit par la capacité de
stockagedes contaminants dans les zones non vitales de la plante ou par la capacité de les
rendre moins nocifs pour I’environnement(Sanmiguel 2011). Ces plantes peuvent aussi
emmagasiner dans leurs tissus des quantités de contaminants normalement toxiques pour la

majoritéd’autres végétaux. A ce jour, il a été recensé plus de 400 taxons de végétaux
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hyperaccumulatrices reparties dans toutes les zones du globe. La plupart des espéces
utilisées sont de petites plantes de la famille des Lemnacées. Il existe, toutefois de
nombreuses autres plantes hyperaccumulatrices dans d’autres familles (Violacees,
Euphorbiacees, Carvophyllacees, etc.) (Clémence 2008).

e Les végétaux bioépurateurs susceptibles d’éliminer de grandes quantités de polluants
des sols, des eaux et méme de I’atmosphére. Cette bioépuration des différents écosystemes
pollués par ces plantes se fait de fagon générale par absorption du polluant suivie de sa
dégradation ou sa transformation au sein du tissu végétal (Zhou et al. 2008).

e De plus, on a aussi d’autres types de végétaux que 1’on nomme plants a croissance
rapide,et qui peuvent étreaussi utilisés afin de réhabiliter les sites contaminés avec de
nombreuses qualités qui sont les suivantes : leurs grand pouvoir d’évapotranspiration, leurs
rapidités de croissance, I’étendue de leurs systeme racinaire ainsi que leurs facilités de
propagation végétative (Kuzovkina and Volka 2009).

Les différentes techniques et mécanismes de phytoremédiation citées précédemment
utilisent une variété des propriétés végétales et qui sont favorables a la phytotechnologie,
en général sont d’étre a croissance rapide, a forte biomasse, compétitive, rustique et
tolérante a la pollution. De plus, des niveaux élevés d’absorption végétale, de translocation
et d’accumulation dans les tissus récoltables sont des propriétés importantes pour la
phytoextraction des substances organiques et inorganiques. Par contre les propriétés
végétales favorables a la phytodégradation sont des systemes racinaires larges et denses et
des niveaux ¢élevés d’enzymes dégradantes. Une grande surface racinaire favorise
également la phytostimulation, car elle favorise la croissance microbienne, en outre, la
production de composés d’exsudat spécifiques peut en outre favoriser la rhizodégradation
via des interactions entre les plantes et les microbes spécifiques (Olson et al. 2003).
Les plantes les plus populaires utilisées dans la phytoremédiation de certains polluants
organiques sont (Figure 111.3) :

v’ Jacinthe d’eau ;

v Cabombaaquatica ;

v' Callitriche palustris ;

v' Elodeacanadensis ;

v’ Spirodelapolyrhiza ;

v’ Lentilles d’eau.

Les lentilles d’eau de la famille des Lemnaceées sont des petites usines aquatiques flottantes

qui se trouvent dans le monde entier (Europe, Afrique de nord, etc.), et qui se sont adaptees
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a dégrades variétes de zones géographiques et climatiques. On les trouve partout, sauf dans
les régions désertiques sans eau et les secteurs gelés. Ces plantes aquatiquesse développent
etcolonisent trés facilement la surface d’ecau douce et calme au niveau des etangs, des
chenaux, des mares, etc.; elles sont trés communes sous les latitudes tropiques et
tempeérées. Les lentilles d’eau se présentent généralement sous forme de colonies de
frondes trés vertes de 0,5 & 15 mm de diametre. Ces colonies sont formées de 2,3 ou 4
frondes réunies par des pédicelles. Chaque fronde porte une fine racine pouvant atteindre 3
cm.Leurs multiplicationssontrapides et leurs période d’adaptation au changement de
milieux est trés courte, ce qui leurs confére 1’appellation de plantes envahissantes. Elles se
multiplient de maniere vegétative, les frondes meres donnant naissance a des frondes filles
qui arrivées a maturité se détachent des frondes meres pour donner de nouvelles
colonies.Cet organisme est souvent utilisé pour les études écotoxicologiques et dans des
tests normalisés(1.S.O 2001;A.F.N.O.R 1999).Le genre Lemna comprend environ une
dizaine d’especes de lentilles d’eau qui différent entre elles par le nombre, 1’épaisseur, la
forme des frondes et la densité du systéme racinaire.

Le Tableau 111.2 résume les especes les plus communes de lentille d’eau ainsi que

description du systeme foliaire et racinaire de chaque espece.

» ‘;iim n_ O '/
Cabomba aquatica

i S

Spirodela polyrhiza

Figure 111.3. Plantes aquatiques les plus communes utilisées en phytoremédiation
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Tableau 111.2. Différentes especes de lentilles d’eau(Khellaf 2010)

Espéce

Lemna minor

Lemna gibba

Lemna trisulca

Spirodela
polyrhiza

Wolffia arrhisa

Wolffiella

Photo de I’espéce

Description botanique

Lentilles de 1,5 a 6 mm de diamétre, ovale, plane de
couleur vert pale, avec une seule racine.

Lentilles de 2 a 8 mm de diametre, en forme de poire
de couleur vert a brun rougeatre. La surface
inférieure posséde des bosselages et une seule racine.

Lentilles de 5 a 15 mm de diametre avec des frondes
obliques et translucides. Plante submergée a plusieurs
racines.

Frondes de 5 a 10 mm de diameétre de couleur vert
foncée dessus, violacé dessous. Chaque lentille
posséde 5 a 15 racines.

Fondes minuscules et sans racines sous formée de
bille allongée (entre 0,5 et 1 mm).

Frondes allongées et effilées, d’environ 8§ mm de
long sur 0,5 mm de large.

Les lentilles d’eau peuvent étre utilisées en écotoxicologie en tant qu’indicatrices de 1’état

de santé des écosystemes. De méme, elles sont bien utilisées dans les procédés de
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phytoremédiation. Une description succincte de 1’espece Lemna gibba L, objet de la
présente étude, est donnée ci-apres.

v" Description de Lemna gibba

C’est une plante vasculaire flottante appartenant a la famille des Lemnaceae, que I'on
trouve partout dans le monde a la surface des eaux stationnaires ou a faible débit des eaux
douces et saumatres, formant des tapis verts denses (Driever et al. 2005). Elle est connue
par sa structure simple, sa croissance rapide, sa tolérance importante aux différentes
pollutions, et sa capacit¢ facile d’adaptation a des diverses conditions
(Sivakumar et al. 2014). Selon diverses études, cette espece a montré, un fort potentiel et
une grande efficacité dans le procédé dephytoremédiationdecertains polluants inorganiques
tels que les métaux lourds (Khellaf and Zerdaoui 2009a; Khellaf and Zerdaoui 2009b;
Muthusaravanan et al. 2018; Sasmaz 2019), et organiques tels que les pesticides, les
médicaments, et les colorants textiles, etc. (Dosnon 2009;Ceschin et al. 2020;Kaushal et
al. 2021). Ceci nous a ouvert des perspectives trés intéressantes pour 1’utilisation de cette
plante dans le traitement des milieux aquatiques contaminés par les colorants textiles.

v" Fiche d’identification de L.gibba

L.gibbaadmet des frondes de 2 a 8 mm de diametre ; elle reconnait & sa face supérieure
légerement convexe en forme de poire de couleur vert a brun rougeéatre, et a sa face
inférieure blanchatre et tres renflées spongieuse. Elle possede des bosselages et une seule
racinequi pend dans I'eau. Ses racines fonctionnent comme un organe de stabilité de la
lenticule pendant qu’elle rencontre la turbulence de vent et d’eau ; aussi ses racines tendent
a se rallonger pendant que des aliments minéraux dans I’eau sont épuisés (David
2006).Chaque feuillede lenticule ronde a ovale appelée encore fronde (2 a 5 mm de
longueur), a peu de fibre et contient des cavités remplies d'air permettant a la lentille de
flotter librement a la surface des eaux calmes et stagnantes, en formant souvent une couche
verte a la surface des mares, des étangs et des lacs notamment au printemps(Ardenghi et
al. 2017).

v Morphologie de L.gibba

Les lentilles peuvent se reconnaitre par leurs différentes formes, en observant une vue
latérale d’une usine de bourgeonnement, on peut apercevoir le dessous gonflé avec des
espaces aériens agrandis, aussi les observations d’une vue dorsale permettent de constater
qu’il existe des étamines dépassant des poches de bourgeonnement qui fleurissent lorsque
L.gibba est mdre. Il arrive aussi d’apercevoir des fruits se développant dépassant de la

poche de bourgeonnement latérale (Ardenghi et al. 2017).
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v' Mode de reproduction

Cette espéce a une multiplication trés active, elle se propage principalement par
reproduction végétativeasexuelle ou elle se multiplie par division en séparant pour former
deux plantes distinctes. Cependant, pendant que chaque nouvelle fronde mdrit, elle lance
les nouvelles frondes de formation. Chaque fronde fille est toujours initiée comme
bourgeon dans la zone meristelique le long de 1’axe central de sa mere ou elle émerge alors
de la poche du coté de la mére ou il a été lancé. Chaque nouvelle fronde est reliée a sa
fronde mere par une bande de tissu appelée stipule ou pied et forment de petites colonies.
La stipule se prolonge pendant que la fronde mdrit, et quand la fronde fille atteint la pleine
maturité, la stipule interrompt sa croissance pour libérer un nouveau faisceau. A ce
moment de la croissance des lentilles, la nouvelle fronde libérée a déja initié de nouvelles
filles (Ardenghi et al. 2017).

Les plantes ont la proprieté de se reproduire a une tres grande vitesse en extrayant tres
efficacement les nitrates et autres ¢léments nutritifs de 1’eau pour les convertir en protéine,
si bien qu’une colonie peut doubler de poids en 18 heures seulement (Ardenghi et al.
2017).

v" Ecologie de lentilles

La croissance des lentilles d’eau dépend de différents parameétres, internes, externes,
climatique, etc. Le premier parameétre qui contr6le le processus de la photosynthese et
doncla croissance de Lemnaest la lumiére, car les lenticules sont des végétaux
chlorophylliens, autotrophe dont I’utilisation du carbone et la lumiére constituent pour elles
le facteur énergétique fondamental lui permettant de réaliser la photosynthese. Chaque
espece possede ses propres exigences face a I’intensité d’éclairage, qui présente pour
chacune d’elle, un minimum, un optimum et un maximum(Wiersema 2015). Aussi la
température joue un réletres important dans le contrdle de la vitesse de croissance des
lentilles d’eau, ou la multiplication de Lemna se fait mieux entre 18 et 22 °C ; néanmoins,
la plante tolére des températures froides atteignant 10 °C et des températures chaudes entre
25 et 30 °C(Landolt 1992). Aussi, le pH contréle la croissance de ces macrophytes, car
I’apport de certains ions minéraux nécessaires a leur nutrition est lié au pH de milieu. Les
lenticules survivent a des pH neutre ou basique, peuventaller de 5 a 9, mais se développent
mieux a des pH compris entre 6,5 a 7,5 (Landolt 1998).Aussi, la croissance de cette plante
aquatique est liée a la présence de différents nutriments, qui sont indispensables aux

fonctions catalytiques, structurales et métaboliques de Lemnagibba.
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De facon générale, ces nutriments se regroupent de la maniere suivante : le carbone,
I’hydrogene, 1I’oxygene, les macroéléments (I’azote, le phosphore, le calcium, le potassium,
le magnésium et le soufre, et les microéléments (le fer, le manganese, le bore, le
molybdeéne, le cuivre et le zinc)(David 2006; Dubois et al. 1988).

v" Biogéographie

Les lenticules sont présentes dans toutes les régions du globe, de 1’équateur aux terres
arctiques et le littoral. Cependant les plantes des zones froides, ont un optimum de
température pour 1’initialisation, 1’¢loignement et la production des racines inférieures a
celui des plantes des zones chaudes (Dubois et al. 1988).

On retrouve les lentilles dans plusieurs régions d’Algérie, notamment dans les régions

d’El Tarf, Annaba, El Kala, Constantine, Alger, etc(Quezel and Santa 1962).
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CHAPITRE IV: MATERIELS ET METHODES
EXPERIMENTALES



CHAPITRE IV: Matériels et Méthodes expérimentales

IV.1. Introduction

L’objectif principal de ce travail expérimental est le traitement de deux colorants textiles,
le Marine Cibanone (MC) et I’Ecarlate Solophényl BNLE (ES) par phytoremédiation avec
les lentilles d’eau (Lemna gibba L) et biodégradation avec des boues activées. Le but
principal est de tester le procédé de biodégradation assisté par phytoremédiation. Les
étapes adoptées dans ce travail se résument comme sulit :

» Une préparation des polluants organiques avec définition de leurs propriétés
physicochimiques;

» Une sélection, traitement et culture des boues activées avec quelques techniques de
caractérisation ;

» Une sélection et culture des plantes aquatiques avec définition des conditions de
culture ;

» Une élaboration des tests de toxicité vis-a-vis des deux colorants afin de déterminer les
concentrations tolérées par les macrophytes ;

» Une étude de la capacité de phytoremeédiation des deux colorants textiles (ES et MC)
par les lentilles d’eau, et étude d’effet de biomasse végétale et de concentrations initiales
de polluant pour la mise en évidence du potentielde phytoremédiation de cette plante
aquatique ;

» Une étude du phénomene de biodégradation des deux polluants par les boues activées
par I’élaboration d’essais expérimentaux en présence et en absence de glucose ;

» Une étude du phénomene de biodégradation assisté par les lentilles d’eau des deux
colorants avec et sans glucose dans le but d’étudier 1’effet synergiques de 1’ajout des
plantes aquatiques sur I’élimination de ces deux polluants organiques ;

» Toutes ces étapes nécessitent le développement et 1’utilisation de différentes techniques
analytiques (spectrophotométrie UV-vis, IR, DCO, DBOs, LC/MS...etc) dans le but de

suivre les deux procédés envisagés et quantifier leurs efficacités.

IV.2. Polluants
IV.2.1. Choix des molécules : Marine Cibanone (MC) et Ecarlate Solophényl (ES)
Les colorants choisis dans le présent travail sont des produits de teinturerie textile utilisés

abondamment dans I’industrie textile Algérienne implantée dans la ville de Constantine
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(Est Algérien); il s’agit de I’Ecarlate Solophényl BNLE (ES) et du Marine Cibanone (MC),
qui ont éteé sélectionnés comme molécules modeles de polluants organiques.

Des solutions meéres de 1 + 0,005 g/L des deux colorants, sont délicatement préparées par
dissolution d’une quantit¢ adéquate de chaque colorant dans 1 litre d’eau distillée
(pH = 6,5, £= 6,0 uS /cm).Les solutions préparées sont homogénéisées par agitation
magnétique jusqu’a dissolution compléte du composé organique. Elles sont conservées
dans un incubateur a température égale a 4 °C. Les solutions filles de concentrations
définies et préparées juste avant les essais expérimentaux, sont obtenues par dilution des

solutions méres.

IV.2.2. Propriétés physicochimiques des colorants
Quelques caractéristiques physicochimiques de ces deux colorants sont présentées dans le
Tableau 1V.1; et leurs structures chimiques développées de ces colorants textiles sont

présentés dans la Figure 1V.1.

Tableau 1V.1. Propriétés physicochimiques des colorants ES et MC

Propriété physicochimique Ecarlate Solophényl Marine Cibanone

Formule brute Ca4H32N10NasO016S4 CasH1602
Poids moléculaire 1372 456
Aspect physique Poudre rouge vif Poudre bleu encre
Nom commercial (anglais) Direct Red 89 Vat Blue 20
Classe (chimique) Colorant azoique Colorant anthraquinonique
Classe (tinctoriale) Colorant direct Colorant de cuve
Abréviation ES MC

Amax (NM) 495 580
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Figure IV.1. Structure chimique des colorants (a) ES et (b) MC

1VV.2.3. Données toxicologiques des colorants

Les colorants azoiques et anthraquinoniques sont les plus fréquemment utilisés dans la
fabrication des industries textiles Algériens. Une bonne quantité de ces colorants est
perdue dans les rejets textiles par manque d'affinité avec les surfaces a teindre et évacuée
vers les rivieres d’eau. Ceci peut nuire grandement aux especes animales, végétales ainsi
qu'aux divers microorganismes vivant dans ces eaux, et provoquera de différents
problémes toxiques qui sont les suivants :

v Augmentation de la DBOs et la DCO et la provocation de phénoméne d’eutrophisation
par la présence dessubstances nutritives en exces dans les milieux aquatiques. Aussi la
consommation de ces substances par les plantes aquatiques augmente et accélere la
production anarchique et la prolifération de ces plantes et conduit a I’appauvrissement en
oxygene dissous et I’inhibition de la photosynthése (Poots et al. 1978).

v" La sous-oxygénation des milieux aquatiques par la production d’un équilibrage dans les
processus naturels de régulation de taux d’oxygéne, car ces processus ne peuvent plus
compenser la consommation bactérienne d'oxygene suite a la présence de charges
importantes de matiére organique via les rejets textiles ponctuels (Manahan 1986).

v' Le danger potentiel de bioaccumulation dans les milieux aquatiques de certains
colorants réfractaires aux procédes de traitements habituellement mis en ceuvre et resistants
a la biodegradation aérobie (tels que les colorants azoiquessuite a leur trés faible
biodégradabilité due a leurs poids moléculaires élevé et a leurs structures complexes)
(Pagga and Brown 1986; Rais and Rajeev 2010). Cette bioaccumulation peut affecter les

différents étres vivants de la chaine alimentaire, engendrant une pollution des eaux de
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surface ainsi qu’une pollution inesthétique et des perturbations importantes dans les
différents mécanismes naturels existant dans la flore (pouvoir d’auto épuration des cours
d’eau, phénomeéne d’cutrophisation, inhibition de la croissance des végétaux aquatiques,
etc.) et dans la faune (destruction d’une catégorie de poissons et de microorganismes).

En outre divers travaux de recherche sur les différents organismes montrent 1’effet
mutagéne et/ou cancérogéne des colorants azoiques et anthraquinoniques sur la santé
(Boulal and Bouchema 2014; Brown and DeVito 1993), car leur teneur en groupements
cancérigenes sous forme électrophile ou radicalaire tels que les groupements aromatiques
attaque les bases pyrimidiques de I’ADN et de ’ARN et cause par conséquent, une
altération du code génétique avec mutation et risque de cancer sur I’homme et I’animal
(Boulal and Bouchema 2014) comme le cas observé chez certains ouvriers de 1’industrie
textile qui sont affectées par le cancer de la vessie suite a leur exposition prolongée aux
colorants azoiques (Costa and Rodrigues 1982). Aussi on a 1’apparition de hépatomes
(Robert et al. 2000) et des réactions allergiques, asthme quelquefois et surtout des
dermites eczémateuses observés avec divers colorants aminés azoiques et
anthraquinoniques (Desoille et al. 1987). Par ailleurs, la réduction de ces colorants (rupture
de la liaison azoique) génére des amines aromatiques qui sont connues comme mutagenes
et cancérigénes; ces amines causent la méthémoglobinémie, caractérisée par un
empéchement du transport d’oxygéne dans le sang (Bereket et al. 1997). En revanche, la
toxicité de ces amines aromatiques est fortement liée a la structure spatiale de la molécule

ou, en d'autres termes, a la position des groupes aminés (Jung et al. 1992).

IV.3. Boues activees

IV.3.1. Sélection des boues activées et traitement au laboratoire

Les boues activées (BA) utilisées dans le présent travail pour 1’élaboration des essais de
biodégradation et les essais de biodégradation assistée par phytoremédiation sont prélevées
du bassin d’aération de la station d'épuration municipale STEP de la ville d’Annaba
(Est algérien). Ces boues sous forme de suspension sont transportées dans des récipients
fermés en plastique jusqu’au laboratoire ; 1a, elles sont rapidement traitées pour une
éventuelle caractérisation et utilisation dans les différentes expériences.

Un protocole expérimental a été mis en place pour le traitement des boues activées. Dans
un premier temps, la suspension de boues est placée dans une éprouvette graduee (tube a

essai) de 1L pour la laisser décanter et reposer pendant 30 minutes ; le surnageant est alors
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retiré et les boues concentrées sont soumises a une centrifugation a 4000 tr/min pendant
20 min. Ainsi, on obtient le culot auquel on ajoute 20 mL d’eau distillée.

Les boues activées restantes sont placées dans un milieu de culture modifié
(Bajaj et al. 2008) composé de nutriments nécessaires au développement des
microorganismes sous une agitation modérée, une température ambiante égale a
21 °CetunpH égal 4 6,1.

1VV.3.2. Milieu de culture

Le milieu de culture nécessaire au développement des microorganismes présents dans les
boues activées en mode aérobie est composé de molécules facilement assimilables par ces
microorganismes. Ces molécules sont des macronutriments et micronutriments dont la
nature et la composition sont données dans le Tableau 1V.2. Les solutions des différents
nutriments sont adéquatement préparées et stockées a 4 °C.

Tableau 1V.2. Composition du milieu de culture

Macronutriments Micronutriments
Composition Concentration (g/L) Composition Concentration (g/L)
KNO; 3,00 Na;Mo004.2H,0 0,24
KH2PO4 0,50 CuS0..5H,0 0,25
MgSO0..7 H,0 0,20 ZnS04.7H20 0,58
CaCl,.2 H,0 0,01 MnS0O,.H,O 1,01
KoHPO, 0,50 FeS0,4.7H0 1,36
NaCl 0,007 NiSQO4.6H,0 0,11

H>S0, 96 % 1,00 mL/L

IV.3.3. Caractérisation des boues activees

Diverses analyses sont effectuées sur les boues activées afin d’évaluer certaines
caractéristiques comme la composition, la matiere seche, la matiere séche volatile, la
matiére en suspension et I’indice de boues (IB). Ces paramétres permettent d’avoir une
idée globale sur Defficacité d’utilisation des boues activées dans un procédé de

biodégradation aérobie pour I’élimination de la pollution organique.
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Toutes les expériences analytiques ont été effectuées en trois réplications et les valeurs
rapportées correspondent & la moyenne des valeurs mesurées.

a) Caracterisation microscopique des boues activees

Les observations microscopiques des échantillons de consortium des boues activées,
prélevés a partir des solutions de contréle et de traitement, au temps initial et au cours du
procédé de biodégradation, sont susceptibles d’identifier les microorganismes présents
dans les flocs de ces boues activees et pourraient donner des indications sur la qualité de la
boue utilisée dans le procéde biologique.

b) Matiere seche (MS)

La matiere seche (MS) ou résidu sec des boues activées est ce que I'on obtient lorsqu'on
retire I'eau d'un produit; elle est constituée de matiéres minérales et de matieres
organiques. Elle présente aussi le ratio entre le poids de la matiere seche et le poids de la
matiere non-séchée (hydratée), déterminée a partir de la norme NF T90-029
(A.P.H.A 1999).

La détermination de la matiére séche (MS) sert a suivre le développement et la croissance
microbienne constituant les boues activées. Ce paramétre permet de calculer le
pourcentage de développement microbien (PDM) et l'indice de croissance (IC).
Cette matiére seéche correspond a I’ensemble des matiéres en suspension et matieres

solubles ; elle est donnée par la relation suivante :

MS (g/L) = PP 1000 (IV. 1)

échantillon

Ou : Py est la masse (g) de la coupelle et de 1’échantillon de BA apres séchage a 105 °C ;

P est la masse (g) de la coupelle vide ;

Véchantillon €st le volume de 1’échantillon de boues activées (50 mL).
Aussi, pour bien quantifier le développement microbien suivi par la mesure des matiéres
seches (MS), un pourcentage de développement microbien (PDM) est calculé par la

formule suivante :

MS; - MSiyici
PDM (%) = tT“““a‘ x 100 (IV.2)
t

MSinitial COrrespond aux matiéres seches mesurées avant traitement ;

MS: represente les matieres seches mesurées a la fin de traitement.
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L'indice de croissance (IC) qui représente le développement microbien est déterminé sur la
base de la matiére séche (MS) initiale et finale des boues activées ;

il est exprimé comme suit :

_MS,
 MSinial
c) Matiéres volatiles en suspension (MVS)

IC

(IV.3)

Les matieres volatiles en suspension correspondent a la fraction organique des MS ; elle
est géneralement exprimée en pourcentage par rapport aux MS, déterminée a partir de la
norme NF T90-105 (A.P.H.A 1999; A.F.N.O.R 1999). Le contrdle de ce parametre
permet d'évaluer et de connaitre la stabilité d’une boue activée. Les MVS sont données

par la relation :

(P, —Py)
MVS (g /L) = —=——2° % 1000 (IV. 4)

Véchantillon

P2’ est la masse (g) de la coupelle et de 1’échantillon de BA apres calcination a 550 °C ;

P1 est la masse (g) de la coupelle et de 1I’échantillon de BA aprés séchage a 105 °C ;
Véchantillon €st le volume de 1’échantillon de boues activées (50 mL).

d) Matiéres en suspension (MES)

Les MES représentent I’ensemble des matieres solides insolubles visibles a I'eeil et en
suspension dans un liquide ; elles pouvant étre retenues soit par filtration ou centrifugation.
Les méthodes gravimétriques reposent sur le calcul de la masse de matiére séche (mg/L)
obtenue apres séparation de MES de 1’eau par centrifugation puis déshydratation a 105 °C.
Les MES sont déterminées a partir de la norme NF T 90-105-1 (A.P.H.A 1999;
A.F.N.O.R 1999). La partie solide est donc séparée du liquide, séchée et pesée, et le calcul

de la teneur en MES se fait a partir de 1’expression suivante :

MES (g/L) = B =P 1000 (IV.5)

Véchantillon

Ou : Po’est la masse (g) de la capsule pleine aprés séchage a 105 °C ;
Po est la masse (g) de la capsule vide ;
Véchantillon €st le volume de 1’échantillon de boues activées (50 mL).
e) Test de décantation (Vo)
Ce test permet d’apprécier 1’aptitude des boues a la décantation pour assurer une meilleure

séparation entre les boues activées et 1’eau a traiter a la fin de traitement biologique. Il est
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déterminé sur un volume de flocs biologiques présent dans un litre de boues activés (Vso)
en mL/L.

f) Indice de Mohlman (IM) et indice de boues (IB)

L’indice de Mohlman (IM) présente le rapport du volume occupé par un litre de boues
activées non diluées apres 30 minutes de décantation divisé par la concentration de
matieres en suspension (MES) des boues NF EN 14702-1 (A.P.HA 1999;
A.F.N.O.R 1999). Il est évalué par la formule suivante :

V30 minute

IM (mL/g) = (Iv.6)

CMES

On est amené aussi a calculer un autre parametre, I’indice de boue (IB) en utilisant la
dilution la plus faible (f: facteur de dilution), si la lecture des boues décantées est
supérieure a 250 mL apres 30 minutes de décantation (une lente décantation). IB est donné
par la relation suivante :

V30 minute

IB (mL/g) = o— (IV.7)

Ces indices sont calculés pour caractériser 1’aptitude des boues a la décantation. Ils
permettent aussi d’évaluer la concentration des boues activées et facilitent les

diagnostiques des principaux problemes de décantation qui peuvent étre apparaitre.

IV 4. Lentilles d’eau

IV.4.1. Sélection de L.gibba

L’espéce de lentilles d’eau choisie dans la présente étude est Lemna gibba L(Figure 1V.2),
une espece trés abondante dans les étangs naturels situésdans le Nord Est d’Algérie (la
ville d’El Tarf). Les plantes repiquées de leurs milieu naturel sont transportées jusqu’au
laboratoire dans des récipients en plastique remplis d’eau de 1’étang. Les meilleures
frondes (vertes et avec racines) sont délicatement rincées avec de 1’eau de robinet et de
I’eau distillée afin d’éliminer les différentes impuretés, puis elles sont placées dans un

milieu de culture pour 1’élaboration des différentes expériences.
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Figure 1V.2. Photos des lentilles d’eau utilisées dans la présente étude

I1VV.4.2. Description et morphologie

La plante aquatique Lemna gibba L, est une plante vasculaire flottante appartenant a la
famille des Lemnaceae, que l'on trouve partout dans le monde formant des tapis verts
denses (Driever et al. 2005). Elle est connue par sa structure simple, sa croissance rapide,
sa tolérance importante aux différentes pollutions, et sa capacité facile d’adaptation a
diverses conditions (Sivakumar et al. 2014).

La plante de 2 a 8 mm de diamétre, se reconnait a sa face supérieure légerement convexe
en forme de poire de couleur vert a brun rougeatre, et a sa face inférieure blanchatres et
tres renflées spongieuses ; elle posséde des bosselages et une seule racine qui pend dans
l'eau. Ces racines fonctionnent comme un organe de stabilité de la lenticule pendant qu’elle
rencontre la turbulence de vent et d’eau, aussi ces racines tendent a se rallonger pendant
que des aliments minéraux dans 1’eau sont épuisés. Aussi, les feuilles des lenticules sont de
forme ronde a ovale appelée encore fronde (2 a 5 mm de longueur), ont peu de fibre
contient des cavités remplies d'air permettant a la lentille de flotter librement a la surface
des eaux (Ekouma 2006).

I1VV.4.3. Conditions de culture et adaptation des plantes

Les plantes aquatiques ont été placées dans un large aquarium contenant un milieu nutritif
contenant des macronutriments et des micronutriments essentiels pour leurs croissances et
développements ; la nature et la composition de ce milieu sont données précédemment
dans le Tableau 1V.2 (le méme milieu de croissance utilisé pour le développement des
microorganismes des boues activées). Ces macrophytes sont cultivées pour une
photopériode de 12 heures dans les conditions de laboratoire suivantes :Une température

égale a 21 °C, maintenue constante a 1’aide d’un thermoplongeur, un pH égal a
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6,1 maintenu constant par ajout de solutions de HCI ou NaOH (1M), une lumiere naturelle
et artificielle fournie par des lampes a incandescence (40 W chacune) et une aération
continue du milieu nutritif a 1’aide d’un barbotage d’air pour fournir de I'oxygéne aux
frondes de Lemna et prévenir éventuellement les maladies fongiques. Les plantes
aquatiques sont laissées dans le milieu de croissance pendant 3 jours avant de commencer

les différentes expériences.

IV.5. Dispositif et protocole expérimentaux

IV.5.1. Tests de toxicité

Le protocole utilisé pour les tests de toxicité est dérivé d'un projet de ligne directrice 221
de I’organisation de coopération et de développement économiques (OCDE) pour un test
d'inhibition de la croissance de Lemna sp (OCDE 2006). Ce test imite un petit écosystéme
artificiel, ou on étudie pendant quatre jours I’effet des deux colorants MC et ES présents a
différentes concentrations (5-100 mg/L) sur la croissance des plantes aquatiques. Ce test
permet de déterminer éventuellement la concentration tolérée par 1’espéce L.gibba et de
calculer les différents parametres inhibiteurs de croissance.

Les essais de toxicité sont effectués en trois réplications de la maniere suivante : neuf a
douze frondes de Lemna (2 a 3 colonies) sont délicatement placées dans des béchers en
verre de 7 cm de hauteur et 5 cm de diameétre. Ces béchers contiennent 100 mL de liquide
nutritif additionné d’une quantité appropriée de colorant ; ils sont immergés par dans un
bain thermostaté dans des conditions similaires a celles évoquées pour la culture végétale
des lentilles d’eau mais sans aération. Les béchers doivent étre suffisamment larges pour
permettre aux frondes de croitre sans se recouvrir a la fin de I'essai.Aussi, ces récipients
d'essai sont couverts pour minimiser I'évaporation et la contamination accidentelle, tout en
autorisant les échanges nécessaires avec l'air sans réduire l'intensité lumineuse ni modifier
les caractéristiques spectrales de la lumiére.

Des tests de contrdle (sans colorant) permettent d’observer la différence dans la croissance
due a la toxicité du colorant, et calculer éventuellement la vitesse moyenne de croissance
des plantes, le taux de croissance relative et les différents parametres inhibiteurs de

croissance(Figure 1V.3).
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Figure 1V.3. Schéma du protocole expérimental pour 1’élaboration des essais de toxicité des

colorants MC et ES avec L.gibba

IV.5.2. Essais de phytoremédiation

Afin d’examiner la capacité de phytoremédiation des colorants textiles (ES et MC)
parL.gibba, des essais de traitement et de contrble (sans polluant) sont élaborés en trois
réplications pendant sept jours pour des concentrations variables de colorant.

Les essais de phytoremédiation sont effectués avec des frondes saines de L.gibba
(20 et 40 frondes de Lemna sont ajoutées a des solutions enrichies en MC et ES
respectivement). Les frondes sont placées délicatement dans des béchers en verre de 7 cm
de haut et 5 cm de diamétre contenant 100 mL de milieu nutritif avec une concentration
maximale tolérée de 50 mg/L pour les deux colorants (cette concentration est déterminée a
partir des tests de toxicité). Ensuite, ces béchers sont immergés par dans un bain
thermostaté dans des conditions similaires a celles évoquées pour la culture végétale des
plantes.

Une étude de I’effet de biomasse végétale et de concentrations initiales de polluant est
nécessaire pour évaluer le potentiel de phytoremédiation des lentilles d’eau vis-a-vis des
deux polluantes organiques, pour cela :

v’ L'effet de la dose de plantes est étudié dans la gamme comprise entre 10 et 50 frondes
avec une concentration tolérée des deux colorants égale a 50 mg/L, un volume de 100 mL,

un pH égal a 6,1 et une température de 21 °C pendant 7 jours.
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v' L'effet des concentrations initiales est étudié en faisant varier la concentration de 10 a
50 mg/L, avec un nombre de frondes optimal, un pH de 6,1 et une température de 21 °C
pendant 7 jours.

Des prélevements d’échantillons d’eau colorée (1 mL) sont effectués chaque jour et dilués
jusqu’a 10 mL pour garantir la validité du dosage. Le dosage est effectué a la longueur
d’onde d’absorption maximale d’ES (Amax= 495 nm) et de MC (Amax= 580 nm).

L’efficacité du traitement est quantifiée par le calcul du pourcentage d’¢élimination (PE %)

du polluant exprimé par la relation suivante :

Civiviit — Ce
PE (%) — initial final % 100 (IV. 8)

C initial

Ou : Cintial €st la concentration initiale de colorant ;

Ciinal €St la concentration finale de colorant.

IV.5.3. Essais de biodégradation assistée par phytoremédiation

Les différents essais du traitement biologique des colorants textiles MC et ES par les boues
activées seules et par les boues activées assistées par L.gibba sont réalisés dans le dispositif
expérimental présenté sur la Figure 1V.4. Les essais de traitement et de contrdle (sans
polluant) sont élaborés en trois réplications pendant sept jours.

Le dispositif expérimental est constitué de six réacteurs agités thermostatés d'une capacité
de 1 L chacun opérant dans des conditions statiques et en discontinu. Ces conditions
expérimentales sont similaires aux conditions d’opération d’un bassin aéré dans une station
d’épuration a boues activées et qui sont les suivantes :

- Un volume traité de 900 mL agité et aéré en continu pendant toute la durée du traitement
a ’aide d’un aérateur qui alimente 1’eau en bulles d’air pour maintenir en vie ces boues
activées ;

- Une température égale a 21°C qui est maintenue constante a 1’aide d’un thermoplongeur ;
- Un pH de 6,1 maintenu constant par 1’ajout de solution de HCI ou NaOH (1M) ;

- Une dose de boues activées de 20 mL/L ;

- Une dose optimale des plantes de 100 et 200 frondes pour MC et ES respectivement
(cette dose est déterminée dans les essais de phytoremédiation) ;

- Une concentration de colorant de 50 mg/L ;

- Une concentration de glucose de 2 g/L.
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L’eau perdue par évaporation et échantillonnage doit étre compensée par 1’ajout de milieu
de culture. Différents traitements sont élaborés en paralléle afin de quantifier efficacement
le présent phénomene :

- Des traitements de contrdle pour les boues activées sans colorants sont élaborés dans le
but de suivre le développement des microorganismes en 1’absence de polluant. Pour cela,
une quantité de boues activées est mise en contact avec le milieu de culture avec et sans
glucose afin d’observer leur effet sur la croissance de ces flocs microbiens.

- Des traitements de contrble (sans colorants) pour les boues activées assistées par les
lentilles d’eau sont élaborés dans le but de suivre 'influence de 1’ajout des plantes
aquatiques sur le développement des microorganismes. Pour cela, une quantité de boues
activées et une quantité de L.gibba sont mises en contact avec le milieu de culture avec et
sans glucose.

- Des traitements de biodégradation avec les boues activées pour les deux colorants MC et
ES avec et sans glucose, sont élaborés dans le but d’examiner 1’efficacité de ce traitement
biologique pour I’¢limination de ces polluants organiques sans et avec stimulation de
croissance des microorganismes par 1’ajout du substrat glucosé.

- Des traitements de biodégradation assistée par les lentilles d’eau pour les deux colorants
MC et ES avec et sans glucose, sont élaborés dans le but d’étudier I’effet synergique de
I’ajout des plantes aquatiques sur I’efficacité d’élimination de ces polluants.

- Des traitements de biodégradation assistée par les lentilles d’eau pour différentes
concentrations initiales (de 10 a 50 mg/L) sont élaborés afin d’évaluer I’effet de
concentrations variables de polluant sur le potentiel de dégradation des deux polluants.

Figure 1V.4. Dispositif expérimental pour 1’élaboration des essais de biodégradation, (a) Controle

(b) Traitement avec les BA, (c) Traitement avec les BA assistée par L.gibba
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Des prélévements d’échantillons sont effectués a intervalle de temps régulier (chaque jour),
centrifugés a 2000 rpm pendant 10 min pour analyser l'absorbance du colorant apres
dilution et mesurer la demande chimique en oxygéne (DCO).

Le pourcentage d'élimination des composés cibles est calculé a partir de la relation 8, et le
rendement de biodégradation des colorants en présence des BA, est évalué par la réduction

de la DCO selon la formule suivante :

DCO initial — DCO final
RD (%) = x 100 V.9
(%) DCO initial (V-2

Ou, DCOinitiar et DCOrsinal SONt respectivement la DCO avant et apres traitement biologique.

IV.6. Techniques d’analyse

IV.6.1. Analyse des colorants par spectrophotométrie UV-vis

La spectrophotométrie est une méthode analytique quantitative qui consiste a mesurer
I’absorbance (ou densité optique) d’une solution a une longueur d’onde.

Un dispositif monochromateur (Figure 1V.5) permet de générer a partir d’une source de
lumiére visible ou ultraviolette, une lumiere lo qui traverse alors la cuve contenant la
solution a analyser. L’appareil mesure D’intensité 1 de la lumiére transmise. La valeur
affichée par le spectrophotométre est I’absorbance a la longueur d’onde étudiée.
Le spectrophotometre peut étre utilisé de maniére instantanée pour mesurer 1’absorbance a
une longueur d’onde donnée, ou peut produire un spectre d’adsorption (balayage spectral).
Les mesures reposent sur la loi de Beer-Lambert (Giusti and Wrolstad 2001) qui relie

I’absorption de la lumiere par un composé et sa concentration :

I
A=log (TO) = ¢LC (IV.10)

Ou :A est I’absorbance ou densité optique (sans unité) de la solution ;

lo est ’intensité passe a travers une solution ;

| est I’intensité de la lumiére transmise ;

C est la concentration de la substance absorbante (mol/m?3) ;

L est la longueur du trajet optiqueou épaisseur de la solution traversée (cm) ;

gest le coefficient d’extinction molaire de la substance absorbante en solution

(en m*/mol.cm)

129 |


https://fr.wikipedia.org/wiki/Chemin_optique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Absorptivit%C3%A9_molaire

Source polychromatique Cuve Detecteur Afficheur

' Monochromateur | Echantillon Amplificateur

Figure 1VV.5.Schéma du principe de la spectrophotométrie UV-vis

La détermination de la concentration des colorants MC et ES est effectuée par dosage
spectrophotométrique a une longueur d'onde donnée. On mesure l’absorbance de la
solution, qui, par étalonnage permet d’accéder a sa concentration (Annexe 1). Par ailleurs,
un balayage spectral dans le domine UV-Vis permet d’avoir la longueur d’onde
d’absorption maximale de chaque colorant. L’appareil utilisé dans le présent travail est un
spectrophotométre de type SECOMAM Prim Light V9B; S/N 2836.

Le balayage spectral pour les deux produits effectués entre 300 et 900 nm (Annexe 1), a
permis de confirmer que les longueurs d’onde d’absorption maximale de MC et ES sont
respectivement égales a 580 et 495 nm. Ces deux valeurs sont utilisées pour le dosage
ultérieur des deux colorants.

D’autre part, les courbes d’étalonnage pour les colorants MC et ES sont établies pour des
intervalles de concentrations de (0-15 mg/L) et (0-17,5 mg/L), respectivement. Ces courbes
données dans I’Annexe 1 sont accompagnées des équations linéaires et des coefficients de

détermination.

IV.6.2. Analyse de la biomasse végétale par spectroscopie Infrarouge

La spectroscopie infrarouge a transformées de Fourier (FT-IR) est basée sur I'absorption
des molécules d'un rayonnement infrarouge et la détection des vibrations caractéristiques
des liaisons interatomiques du matériau a analyser (Dukor et al. 1999). Pour plus de
détails, cette méthode consiste a irradier 1’échantillon par un rayonnement infrarouge, et
quand la fréquence du rayonnement correspond a une fréquence de vibration des molécules
exposees, il se produit un phénomene d’absorption. Ceci se traduit par un pic d’absorption

sur le spectre en absorbance. La spectroscopie infrarouge est généralement utilisée sur les
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diamants pour identifier leur type (Massy et al. 2004). Cette méthode est adaptée aussi
dont le but de determiner les fonctions de surface des biomasses étudiées, qui sont
responsables de la fixation des colorants. Ceci va aussi nous permettre de proposer un
éventuel mécanisme de rétention en analysant le biosorbant avant et apres fixation des
polluants. Elle présente aussi plusieurs avantages, car c’est une technique non destructive
et permet d’analyser aussi bien les matériaux organiques et inorganiques, quel que soit leur
état (solide, liquide) (Haya 2009).Cette analyse est menée sur un appareil de spectroscopie
infrarouge de type ATR-FTIR (IRaffinity-1S model : Shimadzu) sur une plage de longueur
d’onde allant de 400 a 4000 cm™.

IV.6.3. Analyse de la biomasse végétale par microscopie électronique a balayage
(MEB) couplé a une dispersion énergéetique des rayons X (EDX) pour ['analyse
élémentaire

La microscopie électronique a balayage est une technique de microscopie basée sur le
principe des interactions électrons- matiére qui permet de créer une image a 1’échelle
micrométrique voir nanométrique avec une haute résolution. Ce principe de
fonctionnement consiste a balayer successivement, ligne par ligne, la surface de
I’échantillon avec un faisceau d’¢lectrons puis a transmettre le signal du détecteur a un
écran cathodique dont le balayage est exactement synchronisé avec celui du faisceau
électronique incident. Cette analyse permet I'observation de la morphologie de surface
(répartition et reliefs) avec une profondeur de champ beaucoup plus importante qu'en
microscopie optique (Kerdoud 2005) ; elle permet aussi d’avoir une idée sur la texture
d’un échantillon, et de déduire le degré de rugosité d’une surface analysée. En effet les
microscopes ¢électroniques permettent d’obtenir des grossissements allant jusqu'a 500,000
fois (Zhou et al. 2006). La microcopie électronique a balayage est actuellement la
méthode la plus utilisée pour observer la morphologie des films minces et pour mesurer
leur épaisseur. Ces observations apportent ¢galement des compléments d’information sur
le mode de croissance des couches. On peut obtenir des images de surface de pratiqguement
tous les matériaux avec une grande profondeur de champ.

Dans cette étude, les analyses morphologiques de surface de la biomasse de L.gibba avant
et apres les différents traitements biologiques sont réalisées a l'aide d'un microscope
¢lectronique a balayage de type FESEM quanta 250 équipé d’un détecteur EDX pour une

analyse élémentaire.
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IV.6.4. Analyse des produits de dégradation des colorants par LC/MS

La chromatographie liquide couplée & la spectroscopie de masse est une technique tres
intéressante et adéquate pour 1’identification des composés organiques. Cette méthode
associe la pouvoir de séparation de la chromatographie en phase liquide a la haute
sensibilit¢ d’analyse de la masse, ce qui permet d’identifier une grande variété de
composés dans une matrice d’élément importante. Le point fort de cette technique réside
dans le pouvoir de séparation de la chromatographie liquide utile pour une large gamme de
composés, combiné a la capacité de la spectroscopie de masse qui va quantifier les
composés avec un degré élevé de sensibilité et de sélectivité, en fonction des transitions
uniques masse/charge (m/z) de chaque composé d'intérét.

Dans la présente étude, les échantillons sont analysés par un appareil de type Agilent 6400
series (Agilent USA, technologies) équipé d’une colonne de dimensions 250 x 2,1 mm,
5 micron, maintenue a une température de 35 °C. La phase mobile est constituée par un
mélange d’eau pure et de méthanol. Les échantillons prélevés sont injectés pour atteindre
I’ioniseur positif a électrospray (ESI+) pour identifier les sous-produits de biodégradation

dans un intervalle m/z variant entre 0 et 500 avec une tension capillaire de 3,0 kV.

IV.6.5. Mesure de la demande chimique en oxygéne (DCO)

La DCO exprimée en mg O2/L est mesurée dans le but de quantifier I’ensemble des
composés oxydables, quelle que soit leur origine (organique ou minérale), présents sous
forme de solides, colloides ou dissous dans 1’eau polluée. Elle représente la quantité
d’oxygéne nécessaire pour oxyder completement ’ensemble des composés oxydables
présents dans un échantillon dans des conditions opératoires définies.

La DCO est mesurée par deux méthodes afin d’analyser nos échantillons au cours des
traitements biologiques. La premiére est la méthode normalisée NF T90-101
(A.P.H.A 1999; A.F.N.O.R 1999) qui est opérationnelle au niveau de la STEP de Annaba.
Des échantillons sont prélevés chaque jour et sont placés dans une solution standard ; ils
sont ensuite mélangeés et chauffés a 150 °C pendant deux heures en milieu acide avec de
I’argent comme catalyseur et en présence d’un exceés de bichromate de potassium
(oxydant). Une fois la solution refroidie, on fait un dosage de I’exces du dichromate de
potassium par le sel de Mohr jusqu’au virage de la couleur du bleu-vert au brun rouge.

La valeur de la DCO exprimée en mg/L d’oxygene est déduite de la quantité de dichromate

consommeée par les composés. La formule de calcul de la DCO est donnée par :
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F x 8000 x C X (Vg — V.
DCO(mgO0, /L) = 7 (Var, — Ve) (IV.11)
0

C est la concentration de sel de Mohr (mol/L) ;

VgL est le volume de sel de Mohr versé pour le blanc (mL) ;

Ve est le volume de sel de Mohr versé sur I’échantillon (mL) ;

Vo est le volume de 1’essai avant dilution éventuelle (mL) ;

F est le facteur de dilution.

L’autre méthode, appelée micro-méthode est généralement réalisée a 1’aide de tubes de
réactifs préconditionnés; dans ce cas la manipulation est réduite au minimum, d’ou un gain

de temps et de produits chimiques.

IV.6.6. Mesure de la demande biochimique en oxygéne (DBOs)

La DBO exprimée en mg O/L est la mesure de la quantité d‘oxygene nécessaire aux
microorganismes aérobies de 1’eau pour oxyder les matieres organiques, dissoutes ou en
suspension dans 1’eau. Il s’agit donc d’une consommation potentielle de I’oxygene par voie
biologique. Ce paramétre constitue un bon indicateur de la teneur en matiéres organiques
biodégradables d’une eau polluée (toute matiére organique biodégradable polluante va
entrainer une consommation d’0z), afin d’examiner 1’efficacité du traitement biologique
des eaux useées.

La DBO est mesurée au bout de 5 jours (DBOs) dans un environnement bien contrélé a une
température égale a 20°C, un pH égal a 7,0 + 0,1(cette température et ce pH sont
favorables a 1’activité des microorganismes consommateurs d’Oz) et a 1’obscurité (afin
d’éviter toute photosynthese parasite).

La méthode respirométrique dite manométrique (A.P.H.A 1999) donne la mesure directe
de l'oxygéne consommeé par les microorganismes. Cette mesure est réalisee dans un
récipient clos et dans des conditions d'agitation et de température constantes. Le dioxyde
de carbone produit métaboliquement par les bactéries est piégé par une solution
d'hydroxyde de potassium. Il en résulte une chute de pression dans le systéme, directement
proportionnelle a la quantité d'oxygene consommeé. Cette baisse de pression est mesurée
par un capteur de DBO de type Hach Lange BOD Trak Il. La DBO est directement
affichée en mgO2/L.

IV.6.7. Analyse des boues activées

a) Caracteérisation microscopique des boues activées
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Un microscope optique de type AMETEK est utilisé pour identifier les microorganismes
présents dans les flocs de boues activées, par I'utilisation de différents grossissements.

Des nombreux échantillons de 5 mL de boues sont prélevés a partir des béchers de
solutions de contréle et de traitement des deux colorantes afin de suivre le développement
et la diversification des microorganismes présents dans les boues activees. Ces échantillons
contenant des organismes vivants sont homogénéisés puis placés entre une lame et une
lamelle dans le but de rendre le liquide a observer a faible épaisseur permettant a la lumiére
de le traverser facilement ce qui ne rend visibles que quelques cellules importantes.

b) Protocole opératoire pour la mesure de MS

La détermination de la matiere séche de la biomasse revient & faire sécher un volume
connu de boues activées (50 mL) et a déterminer sa masse séche restante apres évaporation
totale de I’eau pendant 24 h a 105 °C.

Apres chaque expérience de biodégradation, le mélange de chaque bécher est laisse
décanter, le surnageant est retiré puis le culot avec un volume connu de 50 mL est séché a
105 °C pendant 24 heures. La masse séche restante aprés évaporation totale de 1’eau et
mesurée et calculée a partir de la formule (IV.1).Toutes les analyses sont effectuées en
trois réplications et les valeurs rapportées correspondent a la moyenne des valeurs
mesurées.

c) Protocole opératoire pour la mesure de MVS

La détermination de la matiére volatile en suspension de la biomasse permet de distinguer
la partie organique des MS de la partie minérale ; leur mesure revient a faire introduire la
coupelle (P1) de I’échantillon des boues activées déja sechée a 105 °C dans un four pendant
2 h a 550 °C afin de braler et calciner les matieres volatiles. Apres refroidissement, le
nouveau poids (P2’) est alors mesuré. Les MV sont évaluées par la relation (1V.4).

d) Protocole opératoire pour la mesure de MES

Le principe de détermination de la matiere en suspensions de la biomasse est de calculer la
masse de matiére séche obtenue aprés une séparation physique par centrifugation d’un
volume de boues activées qui est répartie sur les godets de la centrifugeuse (50 mL
d’échantillon par godet). On recueille les culots obtenus aprés centrifugation pour les
déshydrater a 105 °C jusqu'a obtenir des masses constantes ; apres refroidissement au
dessiccateur les nouveaux poids sont mesurés. Les MVS sont alors données par la relation
(IV.5).
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e) Test de décantation (V30)

L’essai est effectué dans une éprouvette graduée de 1 L ou un cone d’IMMOHF que I’on
remplit d’échantillons de boues prélevés a la sortie du bassin d’aération de la STEP. On
note le volume de boue décantée apres un temps de 30 mn (V3o) ; ce volume représente le
volume de floc biologique présent dans un volume total d’un litre de boues activées, le
reste étant de 1’eau interstitielle.

f) Indice de boues (IB)

Dans certains cas, on est amené a calculer 1’indice de boue en utilisant la dilution la plus
faible, éventuellement faire des dilutions 1/4 ou 1/2 (c’est-a-dire en mettant 500mL de
boues et 500 mL d’eau épurée ou 250 mL de boues et 750 mL d’eau épurée du décanteur),
pour laquelle le volume apres 30 minutes de décantation (V3o) est inférieur a 300 mL. Sa

formule de calcul est donnée par la formule (1V.7).

I1V.6.8.Détermination des pigments photosynthétiques

Afin d’étudier 1'état physiologique de L.gibba et mesurer ses réponses au stress abiotique
induit par les deux colorants MC et ES avant et aprés les traitements biologiques, les
pigments chlorophylliens (chlorophylles a, b) et caroténoides sont analysés
quantitativement.

Les tests sont realisés en utilisant 0,2 g de lentilles d'eau fraiches broyées et homogénéisées
dans 100% d'acétone (100 ml) puis centrifugées a 2000 rpm pendant 10 min. L'absorbance
du surnageant est alors mesurée par un spectrophotométre UV-vis a 470, 661 et 644 nm,
respectivement (Vafaei et al. 2012). Les teneurs en pigments chlorophylle a, chlorophylle
b et les caroténoides (Cx+c) sont calculées a l'aide des équations suivantes
(Lichtenthaler and Buschmann 2001) :

Chla(mglL) =11, 24 X Aser— 2,04 X Agss (1V.12)

Chl a (mgqg) = Chla (mgL) X (0, 01 L acétone/0, 2 g fronde)  (1V.13)

Chl b (mgL) = 20, 13 X Agss — 4, 19 X Ass1(IV.14)

Chl b (mgg) = Chl b (mgL) X (0, 01 L acétone/0, 2 g fronde)(IV.15)

Cx +c(mgL) = 1000 As70-1, 90 Chl a —63, 14 Chl b214(1V.16)

Cx+c(mgqg) = Cx+c (mgL) X (0,01 L acétone /0,2 g fronde) (Iv.17)
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CHAPITRE V: Essais de phytoremédiation des colorants Marine
Cibanone et Ecarlate Solophényl BNLE par L.gibba

V.1. Introduction

L’étude de I’effet des deux colorants textiles MC et ES sur la croissance des lentilles d’cau
et la capacité de phytoremédiation de ces colorants par ces mémes plantesconstitue
I’objectif principal de ce chapitre. Ceci nécessite des techniques d’analyses adéquates
susceptibles d’expliquer les phénomeénes mis en jeu.

Le but des tests de toxicité est de déterminer, dans des conditions expérimentales
controlées, la concentration de colorant nécessaire pour entrainer un effet déterminé et
servent a évaluer la toxicité potentielle de colorant vis-a-vis des lentilles d’eau. Il s’agit
dans ce cas des tests de détermination des signes morphologiques de toxicité et d’inhibition
de croissance des plantes en présence des colorants. Les symptdmes morphologiques de
toxicité permettent de déterminer la concentration de polluant tolérée par les lentilles d’eau
alors que le dénombrement quotidien des frondes de L.gibba permet de déterminer
I’inhibition de croissance définie par ces colorants.

Le choix des colorants envisagés dans les tests de toxicité (en vue d’une éventuelle
phytoremédiation par les lentilles d’eau) sur I’espéce aquatique L.gibba est motivé par le
fait que ces polluants présentent les problemes suivants :

» Potentiels toxiques sur la vie aquatique ;

» Problémes d'eutrophisation ;

» Persistance et bioaccumulation dans le milieu ;

» Transfert dans la chaine alimentaire ;

» Composees toxigues cancérogenes et mutagenes.

Ces colorants textiles contaminent les écosystémes de la planéte et peuvent conduire a un
déséquilibre total de notre environnement ; de ce fait, ces polluants organiques doivent étre
traités avant leur déversement dans les milieux naturels récepteurs.

Dans ce contexte, nous avons voulu contribuer a la protection et la préservation de
I’environnement par ce projet ayant pour objectif I’épuration des effluents textiles par un
procédé biologique considéré comme économique et écologique. Il s’agit du procédé de
phytoremediation de polluants organiques du textile (colorants synthétiques) par des
plantes aquatiques de type lentilles d’eau ayant fait preuve d’agents de phytoremédiation
trés efficaces pour traiter différents polluants de diverse nature. Ce type de procédé

biologique constitue une étape clé du traitement des effluents chargés de ces colorants.
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V.2. Tests de toxiciteé

Dans les tests de toxicité et de tolérance, une étape préliminaire est nécessaire afin de
définir I’intervalle de variation des concentrations de colorant envisagées dans cette étude ;
les concertations utilisées sont choisies on fonction du comportement des frondes en
présence du colorant. Ainsi, le phénomene de nécrose observé, permet de definir la limite
supérieure de chaque intervalle. Apres cette étape préliminaire, on étudie pendant quatre
jours ’effet des deux colorants MC et ES a différents concentrations (5-100 mg/L) sur la
croissance des plantes aquatiques pour determiner éventuellement la concentration tolérée
(Cy) par cette espéce et les différents parametres inhibiteurs de croissance. Ces essais de
toxicité dérivent d'un projet de ligne directrice 221 de 1’organisation de coopération et de
développement économiques (OCDE) pour un test d'inhibition de la croissance de Lemna

sp (OCDE 2006). Le protocole expérimental est décrit et est détaillé dans le chapitre IV.

V.2.1. Validité des tests de toxiciteé

Les tests de phytotoxicité doivent satisfaire au critere de bonne santé des lentilles d’eau.
Ce critére est basé sur le calcul du temps de doublement de frondes. Lorsque les plantes
subissent un stress d au milieu (carence en éléments nutritifs, lumiére insuffisante,
température froide, ou autre), le critére de bonne santé n’est pas satisfait et les tests ne
devraient pas étre élaborés dans ces conditions. Pour que I'essai soit valable, le temps de
doublement (T4) du nombre de frondes chez les témoins doit étre inférieur a 2,5 jours (60
heures). Le temps Tqest évalué a partir de I'équation suivante :

In2

Td = 2GRe

(V.1)

Ou AGRc est le taux de croissance moyen des frondes dans I'expérience témoin.

D’apres les essais expérimentaux de toxicité, on trouve que le temps nécessaire pour
doubler le nombre de frondes dans le test de contréle est de 2,4 jours, ce qui est inférieur a
la valeur seuil (2,5 jours) définie dans la directive 221 de 'OCDE (OCDE 2006), validant

ainsi les tests de toxicité utilisant L.gibba.

V.2.2. Détermination du seuil de toxicité
Dans le cas particulier de la toxicité chez Lemna, I’aspect morphologique permet de
s’informer sur la capacité d’utilisation de ce type de végétaux en phytoremédiation en

déterminant le seuil de toxicité défini comme étant la concentration maximale a laquelle
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aucun signe de toxicité n’est observé au niveau des organes Vvegetaux.
La tolérance est définie comme étant le potentiel d’une plante a survivre dans un
environnement chargé d’une substance pouvant étre toxique.

Les frondes des lentilles d’eau sont quotidiennement observées pour des symptémes
visuels de toxicite qui peut se manifester de différentes maniéres :

» La chlorose : dépigmentation des frondes (un virage de la couleur des frondes du vert
vers le jaune) ;

» Ladislocation des colonies : qui consiste en une separation des frondes;

» La nécrose : morte localisée de tissu ;

» La réduction de la croissance : diminution de biomasse ou de la croissance.

Pour déterminer les effets de MC et ES sur L.gibba et la concentration tolérée par cette
plante, les symptébmes morphologiques de la toxicité de chaque colorant sont identifiés.
Les frondes des lentilles d'eau sont observées quotidiennement ; les résultats montrent que
les deux colorants causent des dommages visibles aux plantes (Figure V.1) a des
concentrations supérieures a 50 mg/L. Ces dommages sont visibles dés le deuxiéme jour
d'exposition a ES et dées le troisiéme jour d'exposition a MC. De plus, les lentilles d'eau
présentent plus de signes de toxicité avec ES qu'avec MC.

Ces signes consistent en une dislocation des frondes puis en une réduction de la biomasse
avec des concentrations de colorant > 50 mg/L. A des concentrations élevées de colorant
(100 mg/L), la chlorose rapide de certaines frondes est observée, et leur couleur passe du
vert au jaune en présence de l'un ou l'autre des colorants. Ces signes évoluent vers la
nécrose de petites frondes a la fin de chaque test de toxicité.

Plusieurs chercheurs ont affirmé que la surveillance des symptdmes visibles de toxicité
chez les organismes vivants pourrait étre une méthode efficace pour évaluer les effets
délétéres de certains polluants minéraux et organiques (Henke et al. 2011; Posada et al.
2013; Song et al. 2015; Costa et al. 2018). De plus, certains chercheurs ont souligné
I'importance d'identifier le critére d'évaluation optimal lors de 1’estimation de la toxicité et
de considérer les différences intrinséques entre les espéces lors de I'évaluation des effets

toxicologiques des polluants (Song et al. 2015).
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En conclusion, on peut dire que dans ce travail, les tests de toxicité et de tolérance aux
deux colorants Marine Cibanone et Ecarlate Solophényl chez I’especes L.gibba ont permis
de déterminer la concentration de polluant tolérée qui est égale a 50 mg/L pour ces deux

colorants. Cette concentration est choisie comme étant la concentration maximale de

colorant a laquelle les essais de phytoremédiation seront élaborés.

Figure V.1. Signes visibles de toxicité présentes par L.gibbaaprés4 jours d'exposition au
colorants & des concentrations > 50 mg/L : (a) témoin a t = 0 jours, (b) témoin a t = 4 jours, (c)

réduction de la biomasse, (d) chlorose, (e) dislocation des frondes, (f) nécrose

V.2.3. Détermination des parametres inhibiteurs de croissance

Plusieurs études publiées définissent la croissance des plantes comme l'augmentation d'un
parameétre observable tel que le nombre de frondes, la surface totale des frondes, le poids
sec de la plante ou sa teneur en chlorophylle (Mkandawire et al. 2006;
Mazur et al. 2018).

Dans cette étude, I’évaluation de I’inhibition de croissance de la macrophyte L.gibba en
présence des deux colorants MC et ES a différentes concentrations est effectuée par la
détermination des différents parameétres inhibiteurs de croissance basé sur le nombre de
frondes. Ces parametres inhibiteurs sont les suivants : le taux de croissance moyen (AGR),
le pourcentage d'inhibition du taux de croissance (% Ir), et certaines valeurs remarquables
telles que Clso, NOEC et LOEC.
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Le dénombrement quotidien des frondes aux temps initial (t = 0) et aux temps final (t = 4 )
permet d’établir une relation entre la concentration de colorant et le taux de croissance
moyen(AGR) ; il est donné par la relation suivante (OCDE2006) :

In(Nj) — In (Ni)

AGR = V.2
" (V.2)

Ni et Nj sont respectivement le nombre de frondes au temps i =0 etau tempsj=4;

At est la durée du test (4 jours).
Le pourcentage d'inhibition du taux de croissance (%Ir) peut ensuite étre calculé pour
chaque concentration expérimentale (groupe traité) selon la formule suivante (OCDE

2006)

AGRc — AGRt

AGRc et AGRt sont les taux de croissance moyen dans I'expérience témoin et les
expeériences de test de toxicité, respectivement.

Dans cette étude, les effets toxiques des colorants utilisés sont évalués en déterminant
I'inhibition du taux de croissance moyen causé par diverses concentrations de chaque
colorant.

La Figure V.2 représentant le taux de croissance moyen (AGR) de L.gibba en fonction des
différentes concentrations, montre que MC et ES réduisent le taux de croissance moyen des
lentilles d'eau a toutes les concentrations de colorant appliquées dans ce travail.

Pour chaque colorant, le taux de croissance des lentilles d'eau montre une baisse monotone
avec l'augmentation de la concentration de colorant, sans atteindre une valeur de plateau ou
un palier signe d’une inhibition maximale. A des concentrations de colorant < 50 mg/L, la
biomasse et le taux de croissance des lentilles d'eau sont affectés, mais il n'y a aucun signe
visible de toxicité (chlorose, dislocation des frondes ou nécrose). Cependant, a des
concentrations > 50 mg/L, les plantes présentent une biomasse réduite et une chlorose qui
évolue vers la nécrose (frondes mortes). Le taux de croissance moyen dans le traitement
témoin est de 0,286/jour. Pour chaque colorant, la diminution la plus marquée du taux de
croissance s'est produite avec la concentration maximale de colorant de 100 mg/L (les taux
de croissance a cette concentration étaient de 0,085 et 0,048/jour pour MC et ES,
respectivement, comme indiqué par les lignes en pointillés sur la Figure V.2).
Cette concentration a réduit I'AGR de 69,6% (MC) et 82,5% (ES) par rapport au témoin.
Cela peut étre causé par une inhibition de la division cellulaire résultant d'un stress

oxydatif ou d'une altération du photosystéme de la plante entrainée par un transport réduit
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des électrons du chloroplaste (Sree et al. 2015), ou peut étre attribué a un effet inhibiteur
du colorant sur la photosynthése et/ou la synthese des protéines de croissance
(\Vafaei et al. 2012).

Certaines études ont rapporté les effets de divers polluants sur plusieurs especes de plantes
aquatiques. Khataee et al. 2012 ont constaté que le taux de croissance relatif (RGR) de
L. minor diminuait lorsque la concentration d'Acid Blue 92 augmentait. De plus, le RGR
de la méme espece diminuait lorsque la concentration initiale de bleu de méthyléne
augmentait (Reema et al. 2011). Des résultats similaires rapportés par
(Khataee et al. 2013) ont indiqué que I'exposition d'Azolla filiculoides a I'Acid Blue 92 a
entrainé une diminution de la croissance avec l'augmentation de la concentration de
colorant (10 et 20 mg/L). Aussi (Vafaei et al. 2012) ont démontré que I'exposition de cette
espece végetale a 10 et 20 mg/L du colorant Basic Red 46 réduisait le RGR de 26,83 et

32,05%, respectivement par rapport au témoin.
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Figure V.2. Taux de croissance moyen de L.gibba avec différentes concentrations et

le pourcentage d'inhibition du taux de croissance par rapport a la concentration de colorant de (a, )
MC et (b, d) ES. Les lignes en pointillés (a, b) indiquent le taux de croissance le plus faible Chaque

barre verticale représente I'écart type, n = 3
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Les parametres d'inhibition de croissance sont déduits des courbes insérées dans la
Figure V.2. Les concentrations conduisant & une réduction de 50% de la croissance des
plantes (Clsg) sont de 36,31 et 26,92 mg/L pour MC et ES, respectivement.
Les concentrations minimales de colorant qui ont un effet inhibiteur sur L.gibba(LOEC) et
les coefficients de détermination (R?) sont également déterminées et sont présentés dans le
Tableau V.1. La concentration sans effet observé (NOEC) de chaque colorant n'a pas pu
étre déterminée dans les conditions du présent travail ; en effet, d’autres mesures sont
nécessaires, en particulier a des concentrations plus faibles de colorant pour pouvoir
calculer la NOEC. Ces valeurs peuvent étre utilisées comme indices indicateurs lors de la
biosurveillance des polluants issus de l'industrie textile.

Tableau V.1. Paramétres d'inhibition de croissance de L.gibba en présence des colorants
MC et ES

Colorant 1Cso (mg/L) R? LOEC (mg/L) NOEC (mg/L)
MC 36,31 0,98 5 *
ES 26,92 0,88 5 *

*Pas observé

V.2.4. Détermination des paramétres inhibiteurs des pigments photosynthétiques

Afin de mesurer la réponse de L.gibba au stress induit par chaque colorant (10-50 mg/L),
ses pigments chlorophylliens et caroténoides sont quantifiés. Le protocole expérimental
utilisé pour mesurer ces parameétres est expliqué dans le chapitre 1V, et les équations de
calcul de la chlorophylle a (Chl a), la chlorophylle b (Chl b) et les caroténoides (Cx+c) sont
calculés a l'aide des équations (1VV.12- 1V.18).

Les effets inhibiteurs des deux polluants MC et ES sur les pigments photosynthétiques sont
présentés sur la Figure V.3 qui montre le changement des niveaux de pigment
photosynthétiques en fonction de la concentration de chaque colorant. Les résultats
indiguent que la teneur en Chl a est significativement affectée par la présence de chaque
colorant ; ce parametre diminue de 30 et 32% aprés 4 jours de traitement avec 50 mg/L de
MC et ES, respectivement. La teneur en Chl b diminue également significativement, de
36 et 54%, apres 4 jours de traitement avec 50 mg/L de MC et ES, respectivement.
Les niveaux de caroténoides sont aussi réduits de 26 et 35% en réponse a l'exposition de
MC et ES, respectivement. Cette diminution des pigments photosynthétiques pourrait étre
due a I’endommagement de I’appareil photosynthétique, a 1'inhibition du transport des

électrons et a la décomposition de la membrane chloroplastique par ces deux colorants
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textiles (Vafaei et al. 2012; Sandmann and Boger 1980). Plusieurs études ont rapporté
des résultats similaires. L’étude menée par (Khataee et al. 2013) a montré que les
concentrations de Chl a, Chl b et Cx+c ont diminué par rapport au témoin dans la plante
Azolla filiculoides expos¢é a 10 et 20 mg/L d'Acid Blue 92. Aussi, I’étude de
(Sree et al. 2015), a montré qu’un polluant présent dans le milieu de culture a inhibé les
enzymes impliquées dans la synthese des intermédiaires chlorophylliens tels que I'acide

5-aminolévulinique et la protoporphyrine.
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Figure V.3. Taux de pigments chlorophylliens et caroténoides en fonction de la concentration des
colorants (a) MC et (b) ES ; Chaque barre verticale indique I'écart type, n =3

Nous avons utilisé aussi une régression linéaire pour ajuster les points de chaque teneur en
pigment par rapport a la concentration initiale de colorant. Dans tous les cas, la relation
entre la teneur en pigment et la concentration initiale de colorant s'est avérée linéaire, avec
des coefficients de détermination variant entre 0,938 et 0,983, comme le montre
le Tableau V.2.

Tableau V.2. Résultats de la régression linéaire teneur en pigment - concentration initiale de

colorant
Pigment Equation de régression R?

MC

Chl a Y =-0,032x+0,542 0,958
Chlb Y =-0,018x+0,270 0,987
Caroténoides (Cx+c) Y =-0,007x+0,157 0,983
ES

Chla Y =-0,029x+0,517 0,963
Chlb Y =-0,027x+0,281 0,957
Caroténoides (Cx+c) Y =-0,009x+0,151 0,938
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V.3. Essais de phytoremédiation

Afin d’examiner la capacité de phytoremédiation des colorants par les lentilles d’eau, des
essais de traitement et de contrdle sont élaborés en trois réplications pendant sept jours.
Pour mettre en ceuvre ces manipulations, les étapes suivantes sont adoptées :

» Détermination de la dose optimale des plantes ;

» Evaluation de I’effet de concentrations variables de polluant sur le potentiel de
phytoremédiation de L.gibba ;

» ldentification du mécanisme de phytoremédiation des colorants par L.gibba.

V.3.1. Détermination de la dose optimale de la plante L.gibba

La détermination de la dose optimale de la plante correspondant aux conditions opératoires
définies dans la présente étude est nécessaire en premier lieu. Les courbes illustrées dans la
Figure V.4 représentent 1’effet des différents nombres de frondes (10-50 frondes) sur
I'élimination des deux colorants MC et ES a la concentration tolérée de 50 mg/L.
Ces courbes montrent que globalement, il y a un abattement et une réduction de la
concentration de colorants dans la phase liquide pour tous les nombres de frondes utilises,

suggérant que cette biomasse est responsable de I'élimination de ces polluants.

56 56
1) [l 10 fronds [l 20 fronds [ 30 fronds (b), 10 fronds [ 20 fronds [ 30 fronds
541 [l 40 fronds [Jll 50 fronds 51 ] [ 40 fronds [l 50 fronds
52
]
=5 %0 I 52
= 484

~
)
1

oncentration
w &~ NN
®© o N B
1 1 1 1
—
-
C e—
—
I
C ——
—
— - —
S —
t 1
C —
—
=
=
- —
Concentration (mg/L)
~ IS IS
= = %o
1 1 1

N
o
Il

0 1 2 3 4 5 6 7
Temps (jours) Temps (jours)

Figure V.4. Effet du nombre de frondes sur I'élimination des deux colorants (a) MC, (b) ES.Les
barres verticales indiquent I'écart type, n = 3

La Figure V.5 représente I’effet de différents nombres de frondes sur la variation du
pourcentage d'élimination (PE%) des deux colorants pour une concentration tolérée de
50 mg/L. D’apres les courbes, la quantité optimale de plantes est de 20 et 40 frondes avec

une efficacité d'élimination de 53,3 et 23,2% pour MC et ES, respectivement. Cependant,
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dans le cas de MC, la plus grande quantité de plantes (50 frondes) diminue I'efficacité du
procéde de phytoremédiation a 25,2% ; cela peut s'expliquer par le fait que dans ces
conditions expérimentales, une eutrophisation pourrait se produire dans le milieu aqueux
suite a l'augmentation de la densité de population (biomasse/surface de I'eau), qui peut
entrainer une diminution de la croissance des plantes affectant la capacité de
phytoremédiation du composé organique par L.gibba (Torok et al. 2015). Plusieurs
d’autres études ont également montré qu'un autre facteur important limitant la croissance
de L.gibba est le surpeuplement et les compétitions interspécifiques (Driever et al. 2005;
Frederic et al. 2006), et une densité élevée de population de plantes peut entrainer une
diminution du taux de croissance relatif AGR et par conséquent diminuera 1’efficacité du
traitement biologique (Demirezen et al. 2007). En outre, dans les conditions
environnementales favorables, les lentilles d'eau sont capables de coloniser rapidement et
d'occuper l'espace  grdce a une  expansion rapide  des  colonies
(Kadlec and Bevis 2009), cependant, lorsque les espaces physiques deviennent limités
comme dans ce cas, un surpeuplement et une compétition interspécifique peuvent se
produire entre les individus de I'espece (Njambuya et al. 2011).

Pour le cas d’ES, on observe que le pourcentage d'élimination de colorant augmente
considérablement avec 1’augmentation de la quantité de plantes, puisque la plus grande
quantité¢ de biomasse augmente I’interaction entre le colorant et la plante, ce qui engendre
un effet bénéfique sur Defficacité d'élimination des polluantes par le procédé de
phytoremédiation (Torok et al. 2015). Plusieurs études ont trouvé le méme résultat.
(Vafaei et al. 2012) ont prouvé que I'élimination du colorant azoique Basic Red 46 par
Azolla filiculoides augmentait avec 1’accroissement de la quantité de biomasse et atteignait
la valeur maximale de 95% d'élimination. Une tendance similaire a été observée par
(Khataee et al. 2010) qui a prouvé que I'élimination du colorant Vert Malachite atteignait
une valeur maximale de 93% par Macroalgae Charasp avec une quantité de biomasse plus

élevée.
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Figure V.5. Effet du nombre de frondes de L.gibba sur I'efficacité d'élimination des colorants,

(a) MC et (b) ES. Les barres verticales indiquent I'écart type, n = 3

V.3.2. Effet de la concentration initiale de MC et ES

Le but d'étudier I'effet de la concentration initiale des colorants est de voir la relation entre
la concentration initiale du polluant et la capacité de la biomasse a éliminer les colorants
dans une solution aprés sept jours de traitement. En général, la concentration initiale de
colorant peut étre I'un des facteurs influencant I'efficacité de phytoremédiation du colorant
provoquant une toxicité & des concentrations élevées (Pearce et al. 2003;
Khataee et al. 2011). Ainsi, des tests sont effectués pour des concentrations de MC et ES
comprises entre 10 et 50 mg/L. Vingt et quarante frondes de Lemna sont ajoutées aux
solutions enrichies respectivement en MC et ES dans les conditions mentionnées ci-dessus
(lumiéere naturelle et artificielle, V= 100 mL, pH = 6,1 £ 0,1, T = 21 + 1°C) pendant
7 jours d'exposition.
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Les résultats illustrés sur la Figure V.6 montrent qu’apres traitement, une diminution
significative de la concentration de colorant est observée pour toutes les concentrations
testées par rapport aux témoins correspondants. Cette diminution est obtenue aprés quatre
jours d'exposition a la biomasse, puis elle atteint 1’équilibre a partir du cinquiéme jour.
Dans les conditions du présent travail, I'élimination des colorants textiles par L.gibba est
plus efficace dans le cas de MC, principalement a des faibles concentrations; ceci est
probablement di a la disponibilité des sites actifs pour I'absorption des molécules de
colorant. D'un autre c6té, la méme figure montre que I'abattement de la concentration du
colorant ES a partir de la solution contaminée est Iégérement plus faible par rapport a MC,
ce qui prouve que cette plante manifeste une efficacité assez différente vis-a-vis les deux
colorants (MC > ES) probablement di a leurs structures chimiques qui sont différentes. En
effet, le colorant rouge (ES) ayant un poids moléculaire plus élevées peut-étre plus difficile
pour étre absorbé par la biomasse végétale. Dans ce cas, on peut conclure a priori que la
taille de la molécule pourrait avoir un effet sur la capacité de phytoremédiation de ces
polluants organiques par cette espéce aquatique.

Les différents pourcentages d'élimination (PE%)du polluant sont calculés a partir de
I’équation (IV.8) décrite dans le Chapitre V.

D’aprés le Tableau V.3, on constate que ces pourcentages d'élimination diminuent avec
l'augmentation de la concentration initiale des deux colorantes. La meilleure efficacité
atteinte est de 75 et 30% obtenue pour 10 mg/L de MC et ES, respectivement. Cependant,

cette efficacité diminue pour des concentrations plus élevée (20-50 mg/L). Plusieurs études
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ont affirmé que les especes de lentilles d'eau éetaient efficaces pour éliminer les colorants
présents en solution mono-soluté ou en mélange(Vafaei et al. 2012; Khataee et al. 2013;
Yaseen and Scholz 2017). L'efficacité d'élimination biologique varie d'une étude a l'autre ;
(Torok et al. 2015) ont trouvé que L.minorétait efficace pour éliminer 98% de vert
malachite et 96% de violet cristal a une concentration de 40 mg/L. CependantYaseen and
Scholz 2018 ont démontré que pour un mélange de colorants contenant 2 mg/L de RB 198
et 8 mg/L de BR 46, les pourcentages d’élimination étaient d'environ 53% ; néanmoins, ce
pourcentage a diminué a 41% pour des solutions contenant 5 mg/L de chaque polluant.

Ces résultats confirment certaines relations entre I'efficacité de phytoremediation végétale
et la concentration initiale en colorant, dans laquelle des concentrations initiales élevées de

polluants entrainent une faible efficacité d'élimination biologique.

Tableau V.3. Efficacité d'élimination de MC et ES pour différentes concentrations initiales de

colorant
Concentration initiale Pourcentage d’élimination (PE %)
(mg/L) MC ES
10 74,60 29,67
20 69,11 30,93
30 66,67 28,44
40 55,93 25,19
50 53,11 23,17

Afin d'expliquer I'effet de la concentration initiale sur la croissance de L.gibba, le taux de
croissance moyen (AGR) est évalué ; les résultats présentés sur la Figure V.7 indiquent
que le taux de croissance relatif diminue avec l'augmentation de la concentration initiale
des deux colorants durant le 4 éme et 7 éme jour suite a la présence d’une inhibition
significative de la croissance des plantes par la présence d’une concentration élevée des
deux colorants. Ceci peut s’expliquer par le fait que les deux molécules de colorants
peuvent provoquer un effet inhibiteur sur la photosynthése de la plante tout en réduisant le
transport des électrons, inhiber la synthese des protéines et la fixation de l'azote et en
méme temps augmenter l'activité de la protéase (El-Shahate et al. 2011; Sood et al.
2011). Certaines études ont été en accord avec nos résultats. Selon (Kabra et al. 2011), la
capacité de la plante Glandularia pulchella a eliminer le colorant azoique vert HE4B

diminuait avec l'augmentation de la concentration initiale de colorant dans les solutions,
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suite a la toxicité produite sur la plante par ce polluant. Cette toxicité présente un impact
sur le systéme enzymatique, ce qui entraine une réduction du potentiel d'élimination de

cette plante.
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Figure V.7. Taux de croissance moyen (AGR) de L.gibba avec différentes concentrations de
(@) MC et (b) ES

V.3.3. Identification du mécanisme d’élimination des colorants par L.gibba

Certains travaux de recherche ont démontré que les plantes aquatiques pouvaient éliminer
les colorants textiles des milieux contaminés avec un mécanisme de phytodégradation.
Par exemple, les especes Lemna éliminent les colorants et les transforment en différents
composes intermediaires (Khataee et al. 2012; Khataee et al. 2010; Singh et al. 2019;
Movafeghi et al. 2016). D'autres chercheurs ont mis en évidence par ailleurs I'effet
synergique entre les plantes et les microorganismes pour la transformation de ces
xenobiotiques en produits moins nocifs (Ahir et al. 2017). D'autres études ont cependant
étudié le potentiel d'élimination des colorants dangereux par certaines plantes aquatiques
sans elucider le mécanisme du phénoméne.

Dans le présent travail, afin d'examiner le mécanisme d'élimination de MC et ES par
L.gibba, la biomasse végétale est analysée et son contenu est extrait par I'acétone avant et
apres exposition au colorant. Les différents balayages spectraux utilisant l'analyse UV-vis
et FTIR sont alors enregistrés. Comme le montre la Figure V.8, les spectres UV-vis (A)
représentant les colorants dilués dans I'acétone montrent un décalage de 580 a 560 nm et de
495 a 480 nm en Amax de MC et ES, respectivement. Cela est dd a la dissolution du colorant
dans I'acétone plutdt que dans I'eau (Amax = 580 nm pour MC et Amax = 495 nm pour ES).
Les deux spectres (B) sont restés essentiellement inchangés par rapport aux spectres UV-
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vis (A) puisque les pics maximums des deux colorants n'ont pas disparu avec
Amax= 560 nm pour MC et Amax= 480 nm pour ES. Cependant, dans les mémes spectres (B),
on observe I’apparition de deux nouveaux pics a 430 nm et 663 nm qui sont aussi présents
dans les spectres des contrdles (C) (plantes non exposées aux polluants) et qui correspond a
la présence de la chlorophylle. Ceci peut suggérer que L.gibbaaccumule les deux polluants
a Dintérieur de sa biomasse sans aucune dégradation/phytodégradation
(Torok et al. 2015; Imron et al. 2019). Comme premier résultat, nous pouvons dire que
I'élimination des deux polluantes pourrait étre effectuée sans changement structurel
significatif dans les molécules de colorant. Pour le confirmer, I'analyse FT-IR de MC et ES
est réalisée en phase liquide avant et aprés 7 jours de traitement avec L.gibba.
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Figure V.8. (A) Spectres UV-vis de (a) MC et (b) ES dilués dans I'acétone, (B) Teneur en MC et
ES phytoaccumulés extraits de la biomasse de Lemna aprés traitement de 7 jours par I'acétone et

(C) Pigments photosynthétiques extraits de la biomasse native (sans colorants) par l'acétone

Les résultats présentés sur la Figure V.9 indiquent que la phytoaccumulation des polluants
a lieu sans modification de la structure moléculaire des deux colorants. En effet, aucun
changement dans les pics des spectres n'a été enregistré. Des résultats similaires ont déja
été rapportés pour la phytoaccumulation de plusieurs colorants. Les champignons A. niger
ont accumulé l'acide Bleu 161 et l'ont retiré d'un milieu contaminé sans changement
structurel significatif dans les molécules de colorant (Chojnacka 2007). Aussi, L.minor a
également montré que le potentiel d'élimination du bleu de méthyléne, est principalement
dd au mécanisme de phytoaccumulation (Reema et al. 2011). Selon (Nilratnisakorn et al.
2007), I’observation au microscope ¢lectronique a transmission de T.angustifolia a révelé

I'accumulation du colorant Reactive Red 141 dans leurs tissus apres 28 jours d'exposition.
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Figure V.9. Spectres FT-IR du colorant (a) MC, (b) ES en phase liquide (A) avant traitement et (B)
apres 7 jours de traitement

Une autre analyse plus approfondie est réalisée par spectroscopie FT-IR sur la biomasse de
L.gibbapour obtenir plus d’informations sur la nature du mécanisme de liaison entre la
plante et le colorant, et les spectres de la biomasse de Lemna avant et apres exposition au
colorant sont présentés sur la Figure V.10. Pour le cas d’ES, la Figure V.10 a montré la
présence des pics a 1012, 1641 et 1408 cm™ qui sont attribués a I'étirement de C-OH de
I'alcool, C=C de l'alcene et a la déformation des fonctions phénol. Ces pics sont déplacés a
hautes et basses fréquences a 1016, 1658, 1406 cm™ respectivement (Figure V.10 b) aprés
avoir été exposés a ce colorant pendant 7 jours. Pour le cas de MC, la Figure V.10
amontré que les pics attribués a l'alcool primaire (1012 et 1103cm™) sont décalés aux
hautes fréquences vers 1018 et 1045 cm™ (Figure 10b) ainsi que les pics obtenus a 3369 et
3394 cm qui sont affectés aux fonctions amines primaires sont décalées vers les basses
fréquences a 3361, 3392 cm™.

Cela suggére que les fonctions alcool, alcéne, phénol et amine sont responsables de la
liaison de la biomasse végétale (L.gibba) avec les des deux colorants MC et ES.
Des travaux similaires ont indiqué que les groupes fonctionnels contenus dans les
molécules de colorant peuvent étre liés a la surface des plantes aquatiques.
Reema al. 2011ont montré, aprés analyse FT-IR, que C=0 carbonyle, le groupe amine
N-H et P-O présents dans le colorant bleu de méthyléne sont liés a la surface de L. minor.
Sur la base de tous ces résultats, on peut conclure que I'élimination des deux colorants peut
s'expliquer par un phénomene de phytoaccumulation qui se déroule en deux étapes : la
premiére étape est I'étape passive (élimination rapide) lorsque le colorant est adsorbé a la

surface de la plante par attraction électrostatique et la deuxieme étape (étape d'élimination
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progressive) a lieu lorsque le colorant s'accumule dans la biomasse de L.gibba et se
transfere a l'intérieur de ces cellules végétale (Chojnacka 2007; Nilratnisakorn et al.
2007; Khellaf and Zerdaoui 2013). Finalement, on peut conclure de cette étude que le
mécanisme impliqué dans I'élimination des colorants a partir d'eau contaminée a l'aide de
L.gibba consiste en un processus en deux étapes : la biosorption des molécules de colorant
conduisant a la liaison des solutés a la biomasse végétale, puis la phytoaccumulation des

molécules par les plantes en croissance active.
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Figure V.10. Spectres FT-IR de la biomasse de Lemna(a) MC et (b) ES avant traitement (A) et
apreés 7 jours de traitement (B)

Par ailleurs, les analyses visuelles et la morphologie microscopique de la biomasse
végétale de L.gibba sont effectuées pour identifier les sites responsables de la
phytoaccumulation des deux colorants par cette plante aquatique L.gibba posséde des
frondes formées de lobes dorso-ventraux. Le lobe dorsal aérien contient des pigments de
chlorophylle et le lobe ventral est incolore et partiellement submergé assurant la flottabilite
de la plante (Hillman 1961).

La Figure V.1lla représentant l'aspect visuel des frondes de Lemna avant et aprés
phytoaccumulation des deux colorants, montre que le lobe dorsal n'est pas coloré par les
deux polluants, car la surface de la cuticule le rend imperméable et répulsif a la solution
aqueuse de colorant ; cependant, le lobe ventral et les racines fines sont colorés en rouge
(ES) et en bleu (MC).

La microscopique électronique a balayage (MEB) fournit une caracterisation visuelle des
tissus végétaux a une résolution plus élevee. La morphologie de la plante native
(sans exposition au deux colorants) illustrée sur la Figure V.11 b est d'apparence rugueuse

avec une surface poreuse et des pores de formes et de diamétres variés ; ces propriétés sont
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considérées comme nécessaires a la capacité de phytoaccumulation des deux colorants
(Torok et al. 2015).

Cependant, la morphologie de la plante apres la phytoaccumulation des deux colorants est
encore rugueuse avec un petit élargissement des pores en raison des molécules de colorant
accumulées sur le tissu végétal (Figures V.11c, V.11 d). Ceci suggere que les pores induits
par le colorant entrainent une absorption accrue d'eau et de composés organiques par les
frondes. Cependant, une étude plus approfondie est necessaire pour déterminer I'étendue de
ce phénomene sur un large éventail de produits chimiques qui induisent cet effet. De plus,
des travaux supplémentaires sont nécessaires a l'avenir pour élucider la connaissance des
voies d'accumulation et de dégradation dans plusieurs plantes, ce qui pourrait aider a
comprendre et a améliorer le r6le des macrophytes aquatiques en tant qu'agent de

phytoremédiation vital pour la pollution de I'eau.

Figure V.11. (a) Analyse visuelle de L.gibba avant traitement et micrographie MEB de la biomasse
de L.gibba(b) avant la phytoaccumulation du colorant, (c) aprés phytoaccumulation de MC, (d)

apres phytoaccumulation d’ES
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CHAPITRE VI : Essais de Biodegradation assistée par phytoremédiation

des colorants Marine Cibanone et Ecarlate Solophényl BNLE

VI.1. Introduction

Les colorants synthétiques sont considérées comme des produits chimiques les plus
consommés, parmi eux 28.10* tonnes sont rejetées dans 1’environnement a travers le
monde entier (Ogugbue and Sawidis 2011). Cependant la plus grande partie de ces
colorants est employés dans 1’industrie textile, majoritairement les colorants azoiques et
anthraquinoniques avec une consommation de 65 a 75% respectivement pour les deux
colorants (Carmen and Daniela 2012). La pollution produite par ces rejets colores,
engendre des problemes d’eutrophisation, des perturbations non esthétiques a la vie
aquatique et des dangers potentiels de bioaccumulation qui peuvent affecter I’homme a
travers la chaine alimentaire (Chowdhury et al. 2009). De ce fait, ces rejets textiles
contiennent ces colorants doivent étre traités avant leur déversement dans les milieux
naturels récepteurs, et I’¢élimination de ces derniers fait appel a des différents traitements
physico-chimiques intéressants (Saratale et al. 2011). Néanmoins ces méthodes sont
confrontées a des obstacles économiques et techniques, tels que les colts élevés de
traitement et la production de sous-produits encore plus dangereux que le polluant de base
(Robinson et al. 2001), par contre les techniques biologiques ont recu une sensibilisation
importante de la communauté scientifique au cours de la derniere décennie, a cause de
leurs nombreux avantages, en termes de la rentabilité, de la bénignité environnementale et
du fonctionnement simple (Sponza and Ulkoy 2005).

Ces procédés biologiques reposent d’une part, sur les processus de la bioremédiation, dont
le principal exemple de traitement des eaux usées le plus répandu au monde est I’utilisation
des boues activées, qui sont constituées des différents microorganismes utiliser pour le
traitement ultérieur des eaux usées dans un bioréacteur aéré (Zeghioud et al. 2021;Du et
al. 2020). Aussi, cette technologie consiste d’une solution durable en raison du leurs larges
propriétés métaboliques due a la culture mixte des consortiums bactériennes qui présentent
un grand avantage par rapport a la culture d’une seule souche bactérienne en raison de leur
capacité d’accumuler et de dégrader les différents colorants avec une minéralisation assez
compléte due a 1’association synergique entre ces divers microorganismes (Krishnan et al.
2016). Ces derniers sont organises en unités discrétes appelées flocs, maintenus en

suspension dans une cuve aérée pour assurer le contact de ces microorganismes avec la
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matiere organique et les nutriments disponibles dans les eaux usées. Ensuite, ces polluants
organiques ont été dégradé et oxyder en présence de 1’oxygene par l'activité métabolique
des microorganismes et transformer en biomasse microbienne (afin de permettre la survie
des microorganismes) et en composes inoffensifs (par exemple, le dioxyde de carbone et
I’eau) (Ghosh et al. 2017; Eldefrawy and Shaalan 2007; Tomei et al. 2016). Par la suite,
I'eau traitée et séparée des flocs de boue par diverses méthodes physiques. Cependant
I’¢limination de ces polluants organiques par les boues activées se fait a un temps de
prétraitement long (plusieurs jours) et dans certains cas la minéralisation n’est pas atteinte
(Khellaf et al. 2018). De plus certains polluants comme les colorants azoiques ne peuvent
pas étre dégradés que dans des conditions anaérobies (Aubert and Schwitzguebel 2004;
Chang et al. 2001; Chang et al. 2000), ou ils vont étre biosorbée a la surface de la
biomasse biologique et par conséquent vont réduire I’efficacité de traitement de ces
polluants (Hitz et al. 1978).

D’autre part, les procédés biologiques reposent aussi sur le processus de phytoremédiation
qui consiste a utiliser les différentes plantes aquatiques, qui ont la capacité d’éliminer les
polluants organiques, soit en dégradant leur molécule avec des différentes enzymes
végeétales (Kaushalet al. 2021; Mahajan and Kaushal 2020; Mamirova et al. 2020), soit
en exploitant la capacité d’accumulation de ces plantes accumulatrices, ou ils ont
absorbent et concentrent les polluants organiques de ces eaux dans leurs différente parties
(feuilles, tiges, ...etc) (Saratale et al. 2011;Kaushalet al. 2021;Ceschin et al. 2020).
Parmi ces plantes aquatiques qui a été largement utilisé pour les processus de
phytoremédiation, est la lentille d’eau Lemna gibba L, suite & sa tolérance élevee aux
divers polluantes organiques et minérales, et a sa capacité d’adaptation a des différentes
conditions climatiques (Sivakumar et al. 2014). Cette plante vasculaire flottante
appartenant a la famille des Lemnaceae se trouve partout dans le monde, a la surface des
eaux stationnaires ou & la surface des eaux douces et saumatres a faible debit, formant des
tapis verts denses (Driever et al. 2005).

Cependant, pour un cas idéal, des nombres important de chercheurs a orienter leurs travaux
vers le couplage des procédées qui se sont avérer tres intéressant du point de vue
économique et environnemental. Ce couplage se fait soit par la combinaison d’un procédé
physicochimique et un procédé biologique, soit par le couplage des deux procédés
biologiques, qui se fait par une conciliation des consortiums mixte des microorganismes de

la boue activée et/ou des souches de microbes pure, des bactéries, des champignons
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(bioremédiation) et méme des algues et/ou des plantes aquatiques (phytoremédiation)
(Turgayet al. 2011; Lianget al. 2014; Guo et al. 2020; Ito et al. 2016).

Dans 1’objectif de contribuer au développement de cet axe d’étude, la présente étude porte
sur le couplage de deux procédés biologiques; ce couplage consiste en la biodégradation
des deux colorants textiles (MC et ES) par des boues activées assistéee par la
phytoremédiation en utilisant I’espece végétale L.gibba. L’objectif essentiel est d'étudier la
capacité de ces deux biomasses biologiques a éliminer et dégrader les deux colorants MC
et ES et de réduire le temps de traitement par les boues activées tout en améliorant
I’efficacité du traitement global.

Les différents essais relatifs au procédé couplé sont les suivantes :

1. Des traitements de controle (sans colorants) pour les boues activées seules, dans le but
de suivre le développement des microorganismes en I’absence de polluant. Pour cela, une
quantité de boues activées est mise en contact avec le milieu de culture avec et sans
glucoseafin d’observer 1’effet du co-substrat glucosé sur la croissance de ces flocs
microbiens ;

2. Des traitements de contrdle (sans colorants) pour les boues activées assistées par les
lentilles d’cau, dans le but de suivre l’influence des plantes aquatiques sur le
développement des microorganismes. Pour cela, une quantité de boues activées et une
quantité de frondes de L.gibba sont mises en contact avec le milieu de culture avec et sans
glucose ;

3. Des traitements de biodégradation des boues activées pour les deux colorants MC et ES
avec et sans glucose, dans le but d’examiner ’efficacité de ce traitement biologique pour
I’¢élimination des polluants sans et avec stimulation de croissance des microorganismes par
’ajout d’un substrat glucosé.

4. Des traitements de biodégradation assistée par les lentilles d’eau pour les deux colorants
MC et ES avec et sans glucose, dans le but d’étudier I’effet synergique des plantes
aquatiques sur I’efficacité d’élimination des polluants.

5. Des traitements de biodégradation assistées par les lentilles d’eau pour différentes
concentrations initiales de colorant (10 - 50 mg/L), afin d’évaluer ’effet de concentrations

variables de polluant sur le potentiel de biodégradation des deux polluants.

V1.2. Caractérisation des boues activees
Diverses analyses sont effectuées sur les boues activées afin d’évaluer certaines

caractéristiques comme la composition, la matiére seche (MS), la matiére séche volatile
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(MVS), la matiere en suspension (MES) et I’indice de boues (IB). Ces parametres
permettent d’avoir une idée globale sur I’efficacité d’utilisation des boues activées dans un

procédé¢ de biodégradation aérobie pour 1’¢limination de la pollution organique.

V1.2.1. Caractérisation macroscopique des boues activées

Quelques observations visuelles simples (couleur et odeur) permettent de décrire la
biomasse présente dans les boues activées de la STEP de Annaba. Les boues sont de
couleur marron grise dégageant une leégére odeur de terre (humus). Ces caractéristiques
permettent de dire que 1’aération du bassin biologique de la STEP de Annaba est bonne et

prolongée.

V1.2.2. Caractérisation microscopique des boues activées

Les observations microscopiques des échantillons de consortium des boues activées,
prélevés a partir des solutions de contrdle et de traitement, au temps initial et au cours du
procédé de biodégradation, sont susceptibles d’identifier les microorganismes présents
dans les flocs de ces boues activees et pourraient donner des indications sur la qualité de la
boue utilisée dans le procédé biologique.

Dans les flocs des boues activeées de la STEP de Annaba, nous avons pu identifier par
I’utilisation d’un microscope optique la présence de différents genes de microorganismes,
principalement des protozoaires (Vorticella a tige courte, Euplotes sp, Epistylis sp) et des
métazoaires (Rotifera) (Figure V1.1). Cette identification est faite sur la base de CURDS
1969 pour les ciliés, et VOIGT 1978 pour les rotiferes (Duchene and Cotteux 1993).
De plus on remarque qu’il n'y avait pas de différences significatives entre les
microorganismes trouvés dans les boues activées des solutions de contréle (sans polluant)
et celles des solutions chargées des colorantes MC et ES. Ceci indique que les deux
polluants contenus dans nos solutions n’ont pas causé d'effet observable sur les
microorganismes, et leur évolution s'est déroulée de facon normale. Depuis le démarrage
jusgu'a la fin du traitement, le développement et la diversité normale des microorganismes
a été retrouvée. Dans une phase initiale, il y a eu abondance et un développement d’une
microfaune composée principalement des métazoaires prédateurs tels que les Rotiféres qui
ont été présents dans les boues subissant une digestion aérobie. Leur réle de prédateur de
bactérien leur permet de contribuer au renouvellement de la biomasse épuratrice, stimule
I’activité et la décomposition de la microflore (algues) ; ils aident également a éliminer les

bactéries pathogénes (Duchene and Cotteux 1993; Sowinska and Makowska 2016).
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L'abondance des Rotiferes dans notre boue activée révele un fonctionnement stable de
notre traitement biologique (Haluch and Wozniakiewicz 2011), une bonne condition
d'aération et indique une faible charge en boues (Duchene and Cotteux 1993;
Sowinska et al. 2017). Aussi on a la présence des protozoaires ciliés tels que les
Vorticelles, Epistylis sp et les Euplotes sp, et leur r6le principal est la clarification de
I’effluent par prédation des bactéries libres (Duchene and Cotteux 1993).

La présence significative des Vorticelles va de pair avec un traitement du carbone tres
complet (DBOs final dissoute 15-20 mgO./L), toutefois leurs abondances sont toujours
signe d’une oxygénation satisfaisante, par contre 1’existence des Epistylis sp est corrélée a
des périodes ou des zones d’anoxie avec une fourniture d’oxygeéne en général suffisante
dans I’ensemble. Aussi Euplotes sp n'est présent en milieu aqueux que si I'élimination du
carbone est assurée et 1’élimination de 1’azote au moins partielle avec une oxygénation trés
suffisante (Duchene and Cotteux 1993; Sowinska et al. 2017). On remarque également,
la présence de bactéries filamenteuses (présentes sous forme de longs cheveux trés fins) en
trés faibles quantités dans notre boue activée, ce qui indique qu’on a une meilleure
séparation entre les boues activées et 1’eau traitée en bonne qualité, puisque leurs présences
et leurs développements trés génant pour le traitement biologique, car elles décantent trés
difficilement et agissent comme des parachutes au niveau de la décantation du floc des
boues activées. Trois jours apres le démarrage de traitement, la croissance des troupeaux
impliquait la présence des métazoaires et des protozoaires de plus grande taille, ce qui

indiquait un bon état d’épuration et un indice de bonne performance
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Figure V1.1.0bservation microscopique des communautés microbiennes, (a) Epistylis sp,
(b) Vorticella a tige courte, (c) Rotifera, (d) Euplotes sp
Les valeurs de MS, MVS, MES, Vzoet IB des boues activées sont données dans le Tableau
VI.1.

Tableau VI1.1. Valeurs des parametres de caractérisation des boues activées de la STEP d’Annaba

Paramétres Valeurs
Matiere séche MS (g/L) 2,67
Matiere séche volatile MVS (g/L) 2,18
Matiére en suspension MES (g/L) 0,520
Test de décantation V3o (mL/L) 265,64
Indice de boue IB (mL/g) 127,71

* Les valeurs de matiére séche (MS), Matiere seche volatile (MVS), Matiére en suspension (MES)
et Indice de boue(IB) sont calculés a partir des relations 1V.1, IV.4, IV.5 et IV.6.

Les concentrations de MS, MVS et MES sont acceptables et conformes aux valeurs de la
notice d’exploitation de la STEP de Annaba (O.N.A 2012). Aussi, d’aprés le Tableau
V1.1, on remarque que les boues de la STEP de Annaba présentent un volume Vzoégal a
265,64 mL/L, qui est supérieur a 250mL/L ; dans ce cas nous avons procédé au calcul de
I’indice de boue (IB) qui est obtenu apres une dilution de 1/4 effectuée par de I’eau épurée

du décanteur.
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La valeur moyenne de IB se situe généralement de 80 & 150 mL/g (bonne décantation). Des
problémes de décantation peuvent apparaitre lorsqu’il dépasse 150 a 200 mL/g (boue en
gonflement, développement de bactéries filamenteuses), ou lorsque cette valeur est
inférieure a 80 mL/g, la boue décante trop rapidement et risque de former des dépbts dans
les ouvrages et les canalisations (boue avec un aspect granuleux)(Christopher et al. 1998).
Pour notre cas, les boues activées de la STEP de Annaba presente un indice de boue égal
al127,71mL/g (Tableau VI1.1), ceci signifie que cette boue est composée de flocs
bactériens bien constitués ce qui lui permet d’effectuer une bonne décantation et une
meilleure séparation solide-liquide c'est-a-dire entre les boues activées et 1’eau a traiter a la
fin du traitement biologique. On peut dire aussi que notre indice de boue confirme
I’absence de bactéries filamenteuses génant la décantation des flocs des boues activées, car

il est toujours situé entre 80 et 150 mL/g.

V1.3. Développement microbien des boues activees avec et sans glucose

Le développement microbien des boues activées est suivi pour les solutions de contréle
sans polluant (BA + milieu de culture) et pour les solutions de traitement (BA + colorant +
milieu de culture) avec et sans la stimulation de croissance des microorganismes par 1’ajout
du glucose. D’aprés nos observations visuelles, le développement microbien commence a
partir du troisieme jour, et est beaucoup plus marqué aussi bien pour les solutions de
traitement que pour les solutions témoins. Aussi le calcul des différentes paramétres de
suivi de la croissance microbienne présentés dans le Tableau V1.2 permet de dire, que les
molécules cibles (MC et ES) ne sont pas toxiques pour le développement de la
communauté des boues activées, puisque dans tous les cas (absence ou présence de
glucose), la présence de ces composés n’affecte pas la croissance de la biomasse dans les
bioréacteurs et I'indice de croissance (toujours supérieur a 1) est compris entre 2,87 et 3,12
pour MC et entre 1,79 et 2,10 pour ES. On constate également que la croissance des
microorganismes dans les boues activées est plus importante dans les solutions de
traitement chargées de glucose ; les pourcentages de développement microbien sont de
52,44 et 67,92% en présence de MC et ES, respectivement. Ces pourcentages sont
supérieurs a ceux obtenus dans les solutions de contréle laissant penser que le carbone
additionnel (provenant du glucose) favorise le développement et la croissance des
microorganismes dans les boues activées (Turgay et al. 2011; Nouren et al. 2017; Bibi et
al. 2019).
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Tableau VI1.2. Valeurs des matiéres séches, pourcentages de développement microbien et indice de

croissance des boues activées

Colorants MC ES
MS Controle (g/L) 33,80 32,80
MS sans glucose (g/L) 54,80 34,20
MS avec glucose (g/L) 59,60 40,20
IC Controle 1,77 1,72
IC sans glucose 2,87 1,79
IC avec glucose 3,12 2,10
PDM Controle (%) 43,43 41,71
PDM sans glucose (%) 65,11 44,09
PDM avec glucose (%0) 67,92 52,44

* Les valeurs des matiéres séches (MS), pourcentages de développement microbien (PDM) et
indice de croissance (IC) sont calculés a partir des relations 1V.1, IV.2 et IV.3.

Les pourcentages obtenus dans le cas des traitements sans glucose (43,43— 65,11%) sont
toujours supérieurs a ceux des contrbles ; ceci s’explique par le fait qu’au cours du
traitement aérobie, les microorganismes dégradent la matiére organique par oxydation et
retirent de cette opération 1’énergie nécessaire pour synthétiser de nouvelles cellules. Dans
ce cas, on peut conclure que la molécule organique de colorant quel que soit sa nature
constitue une source de nutriments pour les microorganismes des boues activées (Vilaseca
et al. 2010; Wang et al. 2019; Yan et al. 2021). Aussi, on voit que, parmi les deux
colorants traités, MC est le meilleur substrat pour les boues activées avec un indice de
croissance égal a 2,87 en l'absence de glucose (Tableau VI.2) ce qui révele une
assimilation plus élevée de ce colorant anthraquinonique par rapport au colorant azoique
ES. Ceci probablement dd au fait que les molécules de colorants de petite taille ou de poids
moléculaire et structure simple comme MC, peuvent diffuser facilement a travers la paroi
bactérienne pour 1’assimiler et 1’utiliser comme source de nutriments, alors que celles qui
sont plus complexes (comme ES) doivent étre aux préalables hydrolysées par des systemes

enzymatiques avant d’étre assimiler (Dohanyos et al. 1978).
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VI1.4. Effet du glucose sur I’élimination des deux colorants MC et ES

Les résultats obtenus a I’issue des expériences de biodégradation des colorantes MC et ES
par les boues activées sont représentés sur la Figure VI.2. Ces resultats révélent que les
microorganismes sont responsables de la diminution de la concentration en phase liquide
du polluant, et ’abaissement de cette concentration augmente plus rapidement avec le
temps notamment pour les solutions avec glucose ; aussi, 1’abattement de la concentration
difféere d’un colorant a un autre. La décoloration de la solution chargée en MC
(Figure V1.2 a) diminue rapidement pendant les trois premiers jours et devient plus lente
au bout du quatrieme jour, pour atteindre un palier stable & partir du septieme jour pour les
solutions avec et sans glucose. Cependant, on note une amélioration de 1’abattement
lorsque le glucose est présent dans la solution. En effet, on enregistre un pourcentage
d’abattement de 63 et 43% avec et sans glucose, respectivement (Tableau V1.3). Pour le
colorant ES (Figure V1.2 b), on note une diminution de la concentration durant les cinq
premiers jours, puis un équilibre est atteint apres le septiéme jour, avec un abattement de la
concentration moins important par rapport au premier colorant.

Les mémes tendances sont enregistrées pour la DCO. Ceci peut étre di a la différence de
poids et/ou de la structure moléculaire (Dohanyos et al. 1978). Cependant, I’ajout du
glucose permet d’obtenir un abattement plus important avec un pourcentage d’élimination
de 44% a celui de 33% en I’absence de glucose (Tableau V1.3). Ces résultats révélent que
la présence d’un co-substrat glucosé facilement biodégradable permet de garantir une
bonne croissance bactérienne qui produit une biomasse beaucoup plus importante dans la
solution permettant de mieux interagir avec les polluants présents dans la solution
(Cervantes et al. 2006; Cui et al. 2020). Ceci est affirmé par la mesure du développement
microbien et 1’indice de croissance des microorganismes regroupés dans le Tableau VI.2.
On peut finalement dire qu’une source de carbone supplémentaire est nécessaire au
développement et a la multiplication des microorganismes, rendant favorable 1’¢limination

des colorants.
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Figure VI1.2. Variation de la concentration et de la DCO des colorants en fonction du temps pour
les traitements avec et sans glucose (a,c) MC, (b,d) ES

Plusieurs études affirment que I'ajout de glucose comme une source de carbone organique
est nécessaire aux microorganismes afin d’améliorer la croissance cellulaire et biostimuler
la production d'enzymes pour le co-métabolisme du glucose et des composés organiques
(Kanbouchi et al. 2013). Joshi et al. 2013 ont effectué des travaux sur différentes sources
de carbone afin de cultiver Bacillus Megaterium isolé des effluents industriels et tenter
d’éliminer le colorant bleu turquoise ; ces auteurs ont confirmé que le glucose était la
meilleure source de carbone pour la croissance des microorganismes, et que la présence
d'un co-substrat métabolisable semblait étre obligatoire pour le fonctionnement des
bactéries décolorantes. Aussi, plusieurs d’autres études sur la décoloration des colorants
azoiques par les boues anaérobies, ont démontré que le glucose est le co-substrat le plus
largement utilisé dans la réduction de ces colorants, car le taux de traitement est
considérablement amélioré lorsque le glucose était ajouté aux solutions
(Cervantes et al. 2006; Cui et al. 2020). Egalement, les résultats des travaux de
Franciscon et al. 2015 sur le consortium de quatre souches (VN-MLKS) préalablement
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isolées d'un effluent de I'industrie textile, affirment que ces souches n'ont pu faire croitre et
décolorer le colorant azoique Disperse Red 1 que lorsque le milieu était enrichi de glucose
comme source de carbone. Aussi, I’é¢tude de Saba et al. 2013 a indiqué que 1'ajout d’un
autre co-substrat autre que le glucose pouvait jouer un role essentiel dans lI'accélération du
processus d'élimination de la couleur des colorants azoiques, et les résultats de cette étude
ont indiqué que l'extrait de levure était le meilleur co-substrat en termes d'efficacité de
traitement des colorants ; ce substrat sert en effet de source de carbone et d'azote pour les
microorganismes et son ajout facilite la croissance des microorganismes dans le
bioréacteur, tandis que le co-substrat contenant du glucose dans la composition synthétique
des eaux usees avait une efficacité inférieure par rapport a celle du traitement avec ’extrait
de levure.

Tableau V1.3. Pourcentage d’¢élimination et rendement de dégradation a la fin du traitement par les

boues activées

Colorant PE (%) RD (%)
Sans glucose Avec glucose Sans glucose Avec glucose
MC 42,62 62,91 47,32 62,71
ES 33,14 43,89 38,78 47,29

* Les pourcentages d’élimination et les rendements de dégradation sont calculés a partir des

équations 1.8 et I1V.9.

D’apres les résultats précédents, 1’élimination des deux colorants est effectuée par les
microorganismes présents dans les boues activées. Afin de comprendre le phénomeéne
responsable de cette réduction et mettre en évidence la biodégradation des molécules cibles
par ces microorganismes, des mesures de DCO et DBO sont effectuées avant et apres le
traitement biologique. D’aprés le Tableau V1.4, le coefficient de biodégradabilité Kisita,
qui représente le rapport entre la DCO et la DBO initiales de MC, est toujours inférieur a 3,
ce qui signifie que le traitement biologique est favorable pour ce polluant. Cependant, le
rapport de biodégradabilité initial d’ES est compris entre 3 et 5 indiquant que le traitement
de ce polluant par des méthodes biologiques peut ne pas étre favorable en raison de sa
faible biodégradabilité (Suschka and Ferreira 1986; Koller 2009).

D’apres les Figures VI1.2c et V1.2 d représentant 1’évolution de la DCO avec le temps pour
les traitements avec et sans glucose, on remarque qu’il y a une diminution significative du
carbone organique qui est relativement li¢ avec 1’abattement de la concentration de ces
colorants présent en phase liquide. Généralement, cette diminution a lieu de maniére

réguliere pour le cas des solutions avec glucose, car la présence de ce substrat comme une
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source nutritive est nécessaire pour le développement des microorganismes (Tableau
V1.2) et est favorable pour améliorer la réduction de carbone organique(Tableau V1.3).
Par ailleurs, la fluctuation dans la valeur de la DCO induite par une augmentation de cette
DCO au bout du septiéme jour pour les deux colorants pour les solutions sans glucose, est
probablement due a la lyse des microorganismes survenue suite a I’absence du glucose du
milieu nutritif, car ce substrat glucosé est indispensable a la survie des microorganismes.
Les rendements de dégradation calculés sur la base de la DCO (Tableau V1.3) atteignent
des valeurs supérieures a 47 et 63% respectivement pour les solutions sans et avec glucose
pour le colorant anthraquinonique (augmentation de 16%), et des valeurs de 39 et 47%
pour le colorant azoique (augmentation de 8%). Ceci peut indiquer que la nature et le type
de liaisons et la complexité de la structure chimique des colorants jouent un réle important
dans la capacité du colorant a étre dégradé en dehors des parametres expérimentaux tels
que le pH et la concentration initiale du colorant (Dohanyos et al. 1978).

Tableau V1.4. Estimation des valeurs de DCO, DBO:s et coefficient de biodégradabilité K

Colorants Avant biodégradation

DCO (mgOz/L)  DBOs(mgO2/L) Kinitil DBOs reduction (%)
MC 2124 78,0 2,7 0
ES 256,6 82,0 3,1 0
Colorants Apreés biodégradation avec glucose

DCO (mgO./L) DBOs (mgO2/L) Kfinal DBOs reduction (%)
MC 79,2 38,9 2,0 50,1
ES 135,3 45,2 3,1 46,1

VI.5. Effet du couplage des boues activées et L.gibba sur I’élimination de
MC et ES

Afin de mettre en évidence I’'intérét du couplage biodégradation/phytoremédiation,
plusieurs expériences de biodégradation avec les boues activées seules et d’autres
combinant les boues activées et L.gibba sont effectuées pour dégrader les deux colorants
en présence du glucose. La diminution de la concentration initiale de colorant et aussi de la
DCO augmente la décoloration. Ceci est clairement illustré sur la Figure V1.3, qui
représente les résultats obtenus a I’issue des différentes expériences. D’une maniére

génerale, la concentration en phase liquide des polluants diminue plus rapidement avec le
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temps notamment pour les solutions traitées par couplage des boues activées et des plantes
aquatiques ; cette diminution s’avére plus faible pour les solutions traitées par les boues
activées seules, ce qui, a priori prouve que ’ajout de L.gibba améliore le traitement et donc
I’élimination des deux polluants.

Pour la solution chargee en MC (Figure V1.3 a), I’élimination du colorant est rapide
durant les trois premiers jours, puis elle atteint une valeur stable au septiéme jour avec un
pourcentage d’abattement de 97% lorsque les lentilles d’eau sont ajoutées a la solution
traitée. Pour les solutions traitées par les boues activées seules, on note un pourcentage
plus faible ne dépassant pas les 63% (Tableau VI.5). Pour le cas du colorant ES
(Figure V1.3 b), on a une diminution de la concentration assez lente durant les 5 premiers
jours, puis un équilibre observé au septiéme jour avec un pourcentage d’abattement de
72% qui est également supérieur au pourcentage d’abattement des solutions traitées par les
boues activées seules. Cependant, la diminution de la concentration d’ES est toujours
moins importante relativement a MC, ce qui peut toujours indiquer que la nature et le type
de liaisons et la complexité de la structure chimique jouent un réle important dans la

capacité du traitement des colorants textiles (Dohanyos et al. 1978).
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Figure VI1.3.Variation de la concentration et de la DCO des solutions en fonction du temps pour les

traitements (avec glucose) avec et sans Lemna gibba (a,c) MC, (b,d) ES
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L’évolution de la DCO avec le temps pour les traitements avec et sans plantes aquatiques
des deux colorants est présentée sur les Figures V1.3 ¢ et V1.3 d. D’aprés cette figure, on
remarque qu’il ya une diminution significative du carbone organique qui est relativement
li¢ avec I’abattement de la concentration de ces colorants ; cette diminution a lieu de
maniere reguliere pour les deux cas de traitement (sans et avec plantes). Les rendements de
dégradation calculés sur la base de la DCO (Tableau V1.5) atteignent des valeurs égales
a96 et 69% pour MC et ES, respectivement et ce pour les solutions traitées par le procédé
combiné par rapport au procédé de traitement par les boues activées seules ou les
rendements sont de 63% (MC) et 47% (ES). Ces résultats montrent bien que 1’ajout des
plantes aquatiques renforcent le traitement et entrainent une augmentation de 33 et 22%
pour MC et ES, respectivement.

Tableau VI.5. Pourcentage d’élimination et rendement de dégradation a la fin de traitement de

biodégradation assistée par phytoremédiation des solutions glucosées

Colorant PE (%) RD (%)

Sans L.gibba Avec L.gibba Sans L.gibba Avec L.gibba
MC 62,91 97,11 62,71 96,35
ES 43,89 71,83 47,29 68,65

Dans le Tableau V1.6, les mesures de DBO effectuée avant et aprés le traitement de
couplage indique une diminution remarquable de la pollution carbonée par ce traitement
combiné avec des pourcentages de réduction de DBO de 95 et 69%, respectivement pour
MC et ES comparé au traitement des boues activées seules (Tableau V1.4). Aussi, d’aprés
le calcul du coefficient de biodégradabilité K, on peut dire que le traitement biologique de
MC est toujours favorable, cependant le traitement du polluant ES par des méthodes
biologiques n'est pas trés favorable en raison de leur faible biodégradabilité.

Tableau V1.6. Estimation des valeurs de DCO, DBOs et coefficient de biodégradabilité K

Colorant Avant biodégradation

DCO (mgO,/L) DBOs (mgO2/L) Kinitial DBO:s reduction (%)
MC 2124 78,0 2,7 0
ES 251,6 82,0 3,1 0
Colorant Apres biodégradation (avec glucose)

DCO (mgO3/L) DBOs (mgO2/L) Kfinal DBO:s reduction (%)
MC 7,8 338 2,0 95,1
ES 78,9 25,2 31 69,3
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D’apres ces résultats, on peut conclure que 1’ajout de 1’espéce végétale L.gibba aux boues
activées améliore I’élimination et le pourcentage d’abattement de la concentration des deux
polluants présents dans les solutions a traiter. De plus, ce procedé couplé permet de réduire
le temps de traitement a sept jours relativement au traitement de dix jours avec les boues
activées seules. Ceci démontre que les lentilles d’eau participent au le procédé de
traitement de ces colorants, et cette participation est probablement due a la
phytoaccumulation de ces deux polluants dans leurs différentes parties végétales
(Hocini et al. 2020). On peut également dire que la combinaison des microorganismes et
des bactéries avec des macrophytes aquatiques présente un grand avantage en raison de la
large propriété métabolique suite a 1’association synergique entre ces deux biomasses
biologiques par rapport a [l'utilisation d’une seule culture microbienne

(Turgay et al. 2011; Franciscon et al. 2015; Ambaye and Hagos 2020).

V1.6. Développement microbien des boues activées avec et sans L.gibba

L’ajout des plantes aquatiques n’influe pas globalement sur la croissance et le
développement des microorganismes constituant les boues activées et ce aussi bien pour le
controle que pour les solutions de traitements (Tableau VI1.7). En effet, ’indice de
croissance est toujours supérieur a 1 et varie del,56 a 2,26 et de 1,51 a 2,05 pour MC et
ES, respectivement. Cependant, on observe une légere réduction du pourcentage de
développement microbien pour le contréle ainsi que pour les solutions de traitement ;
d’ailleurs, les pourcentages de développement de la culture des boues activées présentes
seules varient dans [D’intervalle (1,77-3,12) pour MC et (1,72-2,10) pour ES
(Tableau V1.2) ; ceci est probablement due aux concurrences des plantes aquatiques sur le
milieu de culture et sur le carbone organique obtenu apres la biodégradation des molécules
cibles, car la croissance et la photosynthese de ces plantes aquatiques nécessite différentes
nutriments dans le milieu de culture, & savoir les macroéléments ou les microéléments qui
sont dispensables pour le métabolisme des plantes et pour le développement du cycle
végétatif (Hocini et al. 2019; Kumar et al. 2021).
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Tableau VI.7. Valeurs des matiéres séches (MS), pourcentage de développement microbien

(PDM) et indice de croissance (IC) des boues activées assistées par L.gibba

Colorant MC ES
MS BA contréle (g/L) 29,80 28,80
MS BA avec L.gibba sans glucose (g/L) 37,60 33,40
MS BA avec L.gibbaet glucose (g/L) 43,20 39,20
IC BA contrdle 1,56 1,51
IC avec L.gibba sans glucose 1,97 1,75
IC avecL.gibbaet glucose 2,26 2,05
PDM BA contrdle (%0) 38,84 33,61
PDM BA avec L.gibba sans glucose (%) 49,15 42,75
PDM BA avec L.gibbaet glucose (%0) 55,74 51,22

VI.7. Mécanisme d’élimination des deux colorants

Pour identifier le mécanisme du traitement biologique des deux colorants par les boues
activées assistées par phytoremédiation en présence de L.gibba, les techniques LC/MS,
spectroscopie FT-IR et spectrophotométrie UV-visible sont utilisées comme outils
d'analyse. Ces techniques permettent également de connaitre les métabolites générés lors
de la biodégradation des colorants par les boues activées.

D'apres les Figures V1.4 a, V1.4 b et V1.4 ¢ nous remarquons que MC et ES ont deux pics
dans la région UV a 240 et 320 nm correspondant au cycle benzéne et naphtaléne des
colorants (Yu et al. 2005) et un pic avec une absorbance maximale a 580 et 495 nm en
rapport avec le cycle de l'anthraquinone et le chromophore N=N pour MC et ES,
respectivement.

Dans le traitement du spectre d’ES, le colorant présente une diminution d'intensité sans
aucun changement de pic, car la plupart des colorants, en outre les azoiques, sont trés
résistants a l'attaque microbienne (Lodato et al. 2007). Cependant, pour le MC, le pic
obtenu a 580 nm commence a disparaitre a partir du troisieme jour, suggérant le clivage du
cycle de Il'anthraquinone par la communauté microbienne des boues activées
(Parmar and Shukla 2017). De plus, de nouveaux pics sont apparus avec une intensité

d'absorbance plus élevée aux longueurs d'onde de 320 et 240 nm au cours du deuxieme
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jour, indiquant que la concentration des dérivés de benzene et de naphtaléne augmente en
raison du métabolite biogénéré (Benabbas et al. 2020; Chowdhury and Bhattacharyya
2015). Tant que le traitement se poursuit, I'absorbance de ces pics diminue
progressivement suggérant la transformation des composés aromatiques en petites

molécules organiques.
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Figure V1.4, Spectres UV-visible et analyse FT-IR de (a, b, d) MC et (c,e) ES apres biodégradation

par les boues activées
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La transformation des colorants induite par les boues activées est également évaluée a
l'aide de I’analyse FT-IR ; des échantillons de liquides sont prélevés a différents intervalles
de temps au cours du processus de biodégradation. Les résultats représentés sur la
Figure V1.4 e montrent que pour ES la présence de pics a 642, 1640, 2978 cm™ et un large
pic entre 3000-3500 cmsont associés a la vibration d'étirement de CH pour le cycle
benzénique, NH-amine, CH-alcane et pour OH, respectivement. Pendant I'élimination du
colorant, ces pics restent inchangés, ce qui confirme la stabilité du colorant azoique
pendant le processus de biodégradation aérobie, car I’oxygéne est un facteur limitant la
biodégradation des colorants azoiques récalcitrants, suite a une compétition pour le
cofacteur NADH entre la respiration et I’azoréduction (Saratale et al. 2011; Sudarjanto
et al. 2006; Chang et al. 2001). De plus, le colorant azoique n’est pas dégradé dans les
conditions du présent travail probablement par manque des microorganismes nitrifiantes
responsables de la dégradation des liaisons azoiques de ce colorant. D’aprés LeBihan
et al. 2001, cet effet ne peut étre expliqué que par la présence d’autres microorganismes
(protozoaires et métazoaires) susceptibles d’entrainer une diminution du taux de croissance
des bactéries nitrifiantes par prédation. Ce que 1’on peut dire ici, c’est que la diminution de
la concentration de ce colorant et les taux de décoloration obtenus sont certainement liés
aux phénomenes de biosorption plutét qu'au processus de dégradation, et que 1’élimination
de ce colorant est due principalement a leur biosorption graduelle dans la matrice
biologique des boues activées jusqu’a atteindre la concentration d’équilibre
(Basibuyuk and Forster 2003; Yang et al. 2013; Porter et al. 1976; Sirianuntapiboon
and Srisornsak 1976). Néanmoins, cette biosorption dépend de la structure moléculaire,
du type et du nombre des positions des substituants dans la molécule de colorant, ainsi que
de leur groupe chromophore et sa solubilité. Dans le cas de MC, la Figure V1.3 ¢ montre
des pics majeurs a 834 et 1461, 1550, 3500 cm™ qui sont attribués a I'étirement de C=C et
C-C du cycle benzénique, C-H alcane et C=0 de la fonction cétone. Le métabolite obtenu
au cours du processus de biodégradation montre que les pics relatifs a C=C et C-C
disparaissent pratiqguement et que le pic relatif a C=0 devient plus intense au cours des sept
premiers jours confirmant le clivage des cycles aromatiques et du cycle anthraquinonique
du colorant par la communauté microbienne des boues activées (Ayed et al. 2009). Aussi,
un nouveau pic apparait entre 3000 et 3500 cm™ lié a I'étirement de O-H et au fur et a
mesure que le traitement se poursuit, le pic devient plus intense (6°™ et 7°™ jours)

suggeérant que MC est dégradé en métabolites intermédiaires.
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Figure VI.5.Analyse par LC/MS des métabolites de biodégradation du MC a différents intervalles
de temps

Les résultats obtenus sont également interprétés par I'analyse LC/MS représentée sur la
Figure VI.5, qui montre que pendant le processus de biodégradation, le cycle
d'anthraquinone du colorant est clivé, pour produire de I'acide 2-hydroxybenzoique et de
I'acide 2-(pérylén-3-yl) benzoique aux valeurs m/z égales a 137 et 373, respectivement.
Dans le cas de l'acide 2-hydroxybenzoique, le métabolite identifié aux valeurs m/z de 131
et 61 sont respectivement l'acide (Z)-pent-2 énédioique et l'acide acétique, qui sont
transformés en chaine carbonée de faible poids moléculaire au cours de la derniere journée.
La biodégradation de l'acide 2-(pérylén-3-yl) benzoique produit du pérylene et de I'acide
2-hydroxybenzoique qui sont obtenus aux valeurs m/z de 137 et 251, respectivement.
Le metabolite du pyrléne est ensuite transformé en dérivé d'acides carboxyliques en
passant dabord par I'acide 3-hydroxyphtaligue (m/z = 183) comme métabolite
intermédiaire. Ces résultats démontrent que I'élimination du colorant MC se produit par le

biais d'un processus de biodégradation par la communauté microbienne des boues activées,
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et cette biodégradation est composée de deux grandes étapes, transport des substrats vers la
bactérie (biosorption) et métabolisation du substrat. L’étape de biosorption est relativement
rapide par rapport a celle de métabolisation (Pandolfi and Pons 2004). Aprés la phase de
biosorption, les microorganismes des boues activées oxydent la molécule de colorant en
mode aérobie pour donner d’autres sous-produits non toxiques pour 1’environnement, et
produire soit de I’énergie sous forme d’ATP, soit synthétiser de nouveaux constituants
cellulaires. De plus, en constate visuellement que tous les granulés des souches
bactériennes conservent leur couleur d'origine (marron foncé) et ne sont pas colorés par le
colorant biosorbé. Cela indique que I'élimination de la couleur est principalement due a la
biodégradation par les boues activées (Chen et al. 1999). Plusieurs études ont démontré
que les boues activées (ou les bactéries isolées des boues activees) dégradent avec succes
les colorants organiques, en particulier dans les conditions aérobies (Boonnorat et al.
2018; Kanagaraj et al. 2014).
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Figure VI1.6. Représentation du mécanisme de biodégradation du MC

Le processus de biodégradation du MC est représenté sur la Figure VI1.6. Ces résultats
confirment que ce colorant est elimine par un processus de biodegradation qui se produit
dabord par l'attaque du cycle anthraquinonique du colorant pour obtenir des acides
aromatiques et des composés de faible poids moléculaire. Au fur et a mesure que la

biodégradation se poursuit, I'ouverture du cycle des acides aromatiques se produit pour
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obtenir une chaine d'acide aliphatique courte. Ces résultats sont cohérents avec la
biodégradation du colorant anthraquinonique trouvée dans la littérature en utilisant
différents systemes de traitement des eaux contaminées (Alam et al. 2020; Fanchiang and
Tseng 2009; Chao et al. 2020).

Le calcul DFT est effectué sur le package Gaussien 09 (Scheiber et al. 2010) pour
déterminer l'indice de Fukui qui est utilisé pour la prédiction des sites réactifs des attaques
radicalaires, électrophiles et nucléophiles (Feng et al. 1997). Une optimisation compléte de
la géométrie des molécules de polluantest d'abord réalisée en utilisant B3LYP fonctionnel
et /6-31G (d,p) comme ensemble de base. L'analyse de la population naturelle est ensuite

calculée pour déterminer l'indice de Fukui en utilisant I'équation suivante :

fko = (CII%—1 - CII(\)I+1) (VL.1)

Ou q,(\’,est la population de charge atomique de I'atome K a I'état correspondant.

Pour clarifier le site le plus réactif de molécule MC, I'indice de Fukui (f-) est utilisé par de
nombreux chercheurs comme concept important pour explorer les molécules de
dégradation (Esrafili and Saeidi 2018; Huang et al. 2016; Maitarad et al. 2016; Liu et
al. 2017) ; il est calculé a I'aide de la méthode de calcul théorique DFT.

Les résultats de I'analyse des populations naturelles et la géométrie optimale de la molécule
MC sont représentés sur la Figure VI.7. L'indice de Fukui le plus élevé est obtenu pour les
sites atomiques situés dans le cycle de I'anthraquinone considérés comme les sites les plus
réactifs pour la dégradation biologique. Ceci suggere que la biodégradation du colorant se
produit d'abord par destruction des cycles d'anthraquinones. De plus, les indices de Fukui
les plus éleves pour C19 (0,07464), C18 (0,03320), H46 (0,02502), H45 (0,02304),
H27 (0,01942), C35 (0,01708), H28 ( 0,01072), C34 (0,0023), C17 (-0,008) et C30
(-0,0322) soulignent que le cycle du phénanthrene est également attaqué par les boues
activées puis I'oxydation se poursuit pour obtenir des acides benzoiques qui sont ensuite

convertis en acides de bas poids moléculaire.
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Atom Site I Atom Site I
(o) 51 0.17215) H 49 0.01642
C 24 0.12287 H 29 0.01344
C 26 0.12284 C 5 0.01325
(@) 50 0.10706) H 10 0.01313
C 19 0.07464 H 28 0.01072
/c 11 0.06878) H 14 0.01048
C 39 0.06132 / C 2 0.009\
C 36 0.05432 H 13 0.0080
C 22 0.04638 H 41 0.00653
\C 23 0.03462/ C 9 0.00519
C 18 0.03320 C 43 0.00459
/C 7 0.02983\ C 44 0.00384
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C 1 0.01706 = -

Figure V1.7. (a) Indice de Fukui calculé pour MC et (b) géométrie optimale de la molécule de MC

La morphologie de L.gibba est observée au microscope électronique avant et apres le
traitement biologique des boues activées assistée par phytoremédiation et ce afin d’appuyer
les observations précédentes relatives au mécanisme d'élimination des colorants MC et ES
par ces plantes. D'apres la Figure V1.8 a, on peut voir que la biomasse native de L.gibba
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(avant traitement) admet une surface rugueuse et poreuse avec des cavités hétérogenes et
des pores de formes et de diameétres variés. Cette biomasse est également observée aprés
des expériences de phytoremediation utilisant le mode CBS (électron rétrodiffusé centré)
qui est sensible au mode de phases différentielles. A partir des Figures V1.8 ¢ et V1.8 e,
nous pouvons observer que les deux colorants textiles sont présents a la surface de la
biomasse de couleur blanche suggérant que cette derniére peut accumuler des colorants
organiques a la surface des frondes ; ceci révéle une affinité importante des lentilles d'eau
pour les colorants anioniques (Khaled et al. 2020). Pour étayer I'observation ci-dessus, les
résultats EDX représentés dans le Tableau V1.8 montrent qu'il y a un changement majeur
dans la composition de la biomasse ou le pourcentage massique de C, N et O augmente
apres les expériences de phytoremediation confirmant que la plupart des colorants présents
dans la solution sont éliminés par le phénomene de phytoaccumulation
(Hocini et al. 2020). Le pourcentage massique des éléments inorganiques varie lorsque la
biomasse est exposée a ES et la quantité de Na, Mg, K, Ca, P et S diminue ce qui peut étre
dd a la toxicité du colorant qui peut inhiber la fixation de ces éléments inorganiques.
Ces éléments sont signalés comme étant importants pour la croissance des plantes, la
photosynthése et sont bénéfiques pour la survie des plantes dans des conditions de stress
abiotique (Wang et al. 2013;Wang et al. 2014; Zhao et al. 2005; Amtmann et al. 2008).
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Figure V1.8. Images SEM et analyse EDX de (a, b) L.gibba, (c, d) L.gibba aprés accumulation
d’ES, (e, f) L.gibba apres accumulation de MC
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Tableau VI1.8. Analyse EDX de L.gibba avant et apres traitement des colorants par

phytoremédiation

Elément L.gibba L.gibba+ MC L.gibba+ ES
c 22,29 24,61 27,85
N 8,49 8,25 15,74
O 56,62 59,45 62,37
Na 3,83 3,86 2,59
Mg 2,24 1,46 1,26
P 2,37 1,05 1,21
S 0,27 0,35 1,29
K 2,59 10,00 9,22
Ca 1,30 0,97 0,93

V1.8. Réponses de L.gibba au stress abiotique induit par les colorants

Les tests de phytotoxicité qui reposent sur la détermination de la teneur en chlorophylle
dans les plantes, sont trés sensibles a I'exposition a une pollution ; ils fournissent des
informations précieuses sur les associations entre les toxiques et l'appareil
photosynthétique (Kertész et al. 2015).

Les concentrations des pigments photosynthétiques, a savoir la chlorophylle a (Chl a), la
chlorophylle b (Chl b) et les caroténoides totaux (xanthophylles et caroténes Cx + c) sont
quantitativement analysées afin de vérifier le degré de toxicité des sous-produits de
dégradation du colorant MC. Ces mémes tests permettent d’analyser le comportement de
L.gibbaexposé aux solutions d’ES traitées par le procédé combiné.

D’aprés la Figure V1.9 a, les métabolites dérivés du colorant MC présente un faible impact
sur la teneur en Chl a, Chl b et les niveaux des caroténoides Cx + c; en effet, les valeurs de
ces pigments diminuent par rapport a celles du témoin avec des pourcentages de réduction
ne dépassant pas 9%. Dans ce cas on peut suggérer que les sous-produits de dégradation de
MC affectent 1égeérement le systéme photosynthétique des lentilles d’eau sans présenter de

symptdémes visuels de toxicité. Ce résultat indique que les macrophytes aquatiques
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manifestent des mécanismes de défense et une activité antioxydante contre les
sous-produits de biodégradation de MC pour empécher les effets délétéres sur la
physiologie des plantes (Liu et al. 2017). Mais cette constatation reste a confirmer et
soutenue par d’autres informations sur les parametres photosynthétiques qui sont
compromis & I'exposition aux toxiques, pour mieux comprendre I'effet réel du contaminant
dégradé, car les altérations physiologiques des plantes pourraient ne pas étre entierement
déterminées, et les effets sur I'efficacité photosynthétique pourraient se produire avant
I’apparition des symptomes visuels de toxicité (Alkimin et al. 2019). De plus, il faut tenir
compte des interactions toxiques qui sont extrémement dépendantes du mécanisme
specifique de toxicité de chaque substance.

Dans la Figure V1.9 b, les concentrations des pigments photosynthétiques diminuent
significativement par rapport a ceux du contréle pour les deux modes de traitement
biologiques. Cette réduction se voit dans les pourcentages de réduction qui sont de 32 et
47% pour Chla, 49 et 66% pour Chl b et 42 et 59% pour les caroténoides Cx + c, pour le
traitement combiné et pour le traitement avec L.gibba, respectivement. Cela indique que le
colorant ES endommage la biosynthese des pigments photosynthétiques par I'inhibition des
enzymes impliquées dans le transport photosynthétique des électrons et la décomposition
de la membrane chloroplastique (Gulnaz et al. 2006). Cependant, ce stress abiotique induit
par ES est moins important a la fin du traitement combiné ce qui signifie que la biosorption
de ce colorant par les boues activées montre un impact positif et réduit la toxicité de ce
polluant envers les lentilles d’eau. Ceci peut nous amener a conclure que le systéme du
traitement combiné présente non seulement divers avantages que ce soit en terme
d’efficacité de traitement et de réduction du temps de traitement, mais aussi en terme de

réduction de la toxicité de ce colorant envers 1’environnement.
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Figure VI1.9. Teneur en pigments photosynthétiques de L.gibba pour (a) MC et(b) ES

V1.9. Influence de la concentration initiale de MC et ES

Afin de déterminer la relation entre la concentration initiale de polluant et la capacité
d'élimination des deux colorants par les boues activées combinées a L.gibba, nous testons
quatre concentrations initiales (10, 20, 30 et 50 mg/L) de MC et ES. Le temps de
traitement est fixé a sept jours dans les conditions opératoires évoquees précédemment.

La Figure VI1.10 montre que dans les conditions du présent travail, une diminution
significative de la concentration des deux colorants est observée pour toutes les
concentrations testees, principalement dans le cas de MC (Figure VI1.10 b) lorsque la
concentration de colorant est égale a 10 mg/L. D’autre part, la méme figure indique que
I'abattement du colorant ES (Figure VI1.10 a) de la solution contaminée est légerement
plus faible par rapport a MC. Ceci est déja expliqué auparavant par le fait que le colorant
MC ait subi une biodégradation par les microorganismes présents dans les boues activées,
par contre 1’élimination du polluant ES est principalement réalisée par une simple

biosorption sur les boues activées et par phytoaccumulation par les plants aquatiques.
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Figure VI1.10. Effet de la concentration initiale de(a) MC et (b) ES sur la capacité de
biodégradation des colorants par les boues activées assistées par les lentilles d’eau

Les résultats exprimés en pourcentage d'‘élimination (PR) révélent un pourcentage
d’abattement de colorant de 99 et 74% pour 10 mg/L de MC et ES, respectivement
(Tableau V1.9). Ces résultats satisfaisants montrent que le couplage des deux procédés est
tres efficace vis-a-vis des deux colorants dans la plage des concentrations initiales variant
de 10 a 50 mg/L. Cependant, le pourcentage d'élimination des deux colorants diminue avec
I’augmentation de la concentration initiale pour les des deux polluants, et cela pourrait étre
attribué au fait que l'augmentation de la concentration en ces composés organiques
augment entrainent la saturation des sites actifs de la biomasse des boues activées et des
plantes aquatiques par la surcharge de la quantité de polluant. Ce résultat est en accord
avec la littérature pour la biosorption de colorants sur les boues activées (Lee 1996;
Toroket al 2015) et pour la phytoaccumulation de ces mémes polluants des plantes
aquatiques (Hocini et al. 2020;Zhou et al. 2008; Haddad et al. 2018). Il est cependant
important de rappeler que I'élimination des colorants par ce procédé couplé beaucoup plus

efficace dans le cas du MC lorsque la concentration en colorant dans I'eau est faible.
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Tableau V1.9. Pourcentage d’élimination et rendement de biodégradation

Concentration MC ES

initiale (mg/L.) PE (%) RD (%) PE (%) RD (%)
10 99,02 99,22 74,07 80,28
20 98,95 98,61 73,33 75,75
30 97,86 97,52 72,58 72,99
50 97,11 95,07 71,83 68,65

Tous ces résultats confirment certaines relations entre I'efficacité de traitement biologique

par les boues activées assistée par les lentilles d’eau et la concentration initiale en colorant.
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CONCLUSION GENERALE

Cette étude a porté sur la capacité de microorganismes présents dans les boues activées de
STEP et des plantes aquatiques de type lentilles d’eau d’éliminer des colorants textiles
qu’on retrouve souvent dans les effluents liquides. Il s’agit des colorants Marine Cibanone
(MC) et Ecarlate Solophényl BNLE (ES) procurés par I’entreprise de textile implantée
dans la ville de Constantine (Est algérien).L’objectif principal de ce travail était d’élaborer
dans un premier temps des essais de phytoremédiation des deux polluants par 1’espéce
aquatique L.gibba originaire de la ville d’El-Tarf (Est d’Algérie) et dans un deuxiéme
temps de tenter d’éliminer les mémes polluants par biodégradation avec les boues activées
(prélevées de la STEP de Annaba) assistée par phytoremédiation avec la méme espeéce
végétale.

Les premiers résultats de cette étude ont montré que L.gibbaa tolére les deux colorants
(MC et ES) a des concentrations allant jusqu'a 50 mg/L dans un milieu nutritif sans
manifester de symptdémes visuels de toxicité. Bien qu'aucun dommage morphologique
visible des macrophytes n'ait été observé a ces concentrations, on a enregistré une
diminution significative du taux de croissance et une réduction de la teneur en pigments
photosynthétiques (chlorophylle et caroténoides) aprés une période d'exposition de 4 jours.
On a pu donc conclure que les tests de toxicité et de tolérance a MC et ES chez L.gibba ont
permis de déterminer la concentration de polluant tolérée qui est de 50 mg/L.
Cette concentration a été alors choisie comme concentration maximale pour 1’¢laboration
ses essais de phytoremédiation. En effet, ces derniers ont prouvé que L.gibba pourrait étre
un agent intéressant pour la phytoremédiation des deux polluants MC et ES. On a pu
montrer que le proceédé dépendait de la dose de plantes et de la concentration initiale de
colorant. Dans les conditions opératoires du présent travail, 1’efficacité d'élimination de
MC et ES était de 53,3 et 23,2 %, respectivement.

Un résultat intéressant a pu étre mis en évidence lors de cette étude. C’est que la capacité
d’élimination de MC par L.gibba était plus grande que celle d’ES, en particulier aux faibles
concentrations ce qui a prouvé que cette plante manifestait une efficacité différente vis-a-
vis des deux colorants. A priori, on peut dire que la taille de la molécule pourrait avoir un

effet sur la capacité de phytoremédiation de composés organiques par cette espece
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aquatique. On a pu constater que les pourcentages d'élimination de MC et ES diminuaient
avec l'augmentation de leur concentration ; pour un pH initial égal a 6,1 et une température
de 21 °C, la meilleure efficacité atteinte était de 75 et 30% obtenue pour 10 mg/L de MC et
ES, respectivement. Cependant, cette efficacité diminuait légérement pour des
concentrations plus élevées.

Le mécanisme de phytoremédiation a été élucidé par analyse UV-vis et FT-IR ; il nous a
permis de comprendre que les colorants sont éliminés en deux étapes : la premiére est
I'étape passive (élimination rapide) ou I’étape d’adsorption des molécules sur la surface des
lentilles d’eau par une attraction électrostatique ; l'analyse FT-IR a montré que les
fonctions de la biomasse, a savoir les fonctions alcool, alcene, phénol et amine, sont
impliquées dans la rétention des molécules. La seconde étape est 1’étape d'élimination
progressive qui est une phytoaccumulation des polluants a I’intérieur de la biomasse de
L.gibba. A ce stade, aucune phytodégradation des molécules étudiées n’a été mise en
évidence. Le changement morphologique a également été observé a 1’aide d’un microscope
¢lectronique a balayage (MEB) avant et aprés [’opération de phytoremédiation.
La morphologie de la plante native (sans exposition au deux colorants) était d'apparence
rugueuse avec une surface poreuse et des pores de formes et de diametres variés,
cependant, la morphologie de la plante aprés accumulation des colorants demeurait encore
rugueuse avec un petit élargissement des pores en raison de 1’absorption des molécules de
MC et ES a I’intérieur de la biomasse de L.gibba.

L’ensemble de ces résultats obtenus nous a permis de conclure que l'espéce aquatique
L.gibba pourrait étre un bon candidat pour [I'élimination des polluants organiques
contaminant les milieux aqueux. Nous avons donc pensé a ce que le présent procédé
pourrait étre couplé a d'autres especes biologiques (plantes aquatiques, micro-organismes,
boues activées) dans une perspective d’augmenter encore plus l'efficacité du traitement
biologique. Le couplage lentilles d’eau/boues activées nous a donc paru une idée
prometteuse pour ameliorer 1’opération d’élimination des deux polluants tout en
garantissant un procédé de traitement respectueux de I’environnement. Avec cette
approche, plusieurs essais expérimentaux avec les boues activées de la STEP de Annaba
ont éte préalablement effectués afin de comprendre le phénoméne de dégradation de MC et
ES par ces boues et rechercher certains parameétres optimums pour pouvoir mettre en
ceuvre les manipulations du procédé combiné.

Dans le procédé a boues activées seules, les observations microscopiques des échantillons

du consortium constituant ces boues ont montré la présence de différents genes de
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microorganismes, principalement des protozoaires (Vorticella a tige courte, Euplotes sp,
Epistylis sp) et des métazoaires (Rotifera) reconnus comme ayant la capacité de dégrader la
matiére organique. D’autre part, les concentrations mesurées de MS, MVS et MES étaient
conformes aux valeurs de la notice d’exploitation de la STEP de Annaba ; I’indice de boue
(IB) est égal & 127,7 mL/g, ce qui signifiait que cette boue est composée de flocs bactériens
bien constitués susceptibles d’assurer une bonne décantation et une séparation
solide-liquide facile. Les différents parametres de suivi de la croissance microbienne
(matieres seches, pourcentages de développement microbien et indice de croissance des
boues activées) ont permis de dire que les molécules de MC et ES ne sont pas toxiques
pour le développement de la communauté des boues activees. Les pourcentages de
dégradation de MC et ES dans le cas des traitements sans glucose (44-65%) étaient
toujours supérieurs a ceux des contrbles(41-43%) et se sont améliorés en présence de
glucose (52 et 68%). Les résultats obtenus a 1’issue des expériences de biodégradation de
MC et ES par les boues activées ont révélé que les microorganismes étaient responsables
de la diminution de la concentration en phase liquide des polluants notamment pour les
solutions stimulées par le glucose. Ce co-substrat facilement biodégradable a certainement
garanti une bonne croissance bactérienne et a permis une bonne interaction entre les
molécules ce qui a entrainé la production d'enzymes responsables du co-métabolisme des
composés organiques. Aussi, les rendements de dégradation calculés sur la base de la DCO
ont atteint des valeurs supérieures a 47 et 63% respectivement pour les solutions sans et
avec glucose pour le colorant anthraquinonique(MC) et des valeurs de 39 et 47% pour le
colorant azoique (ES).

Le couplage biodégradation/phytoremédiation a nettement amélioré 1’élimination et la
dégradation des deux colorants. En effet, pour la solution chargée en MC, un pourcentage
d’abattement de 97% a été atteint lorsque les lentilles d’eau étaient ajoutées a la solution,
comparée celle traitée par les boues activées seules ou on a noté un pourcentage qui ne
dépassait pas les 63%. Pour le cas du colorant ES, un pourcentage d’abattement de 72%
supérieur a celui de la solution traitée par les boues activées seules (44%) a egalement été
obtenu. On peut affirmer que ’ajout L.gibba renforce le traitement biologique par les
boues activées et entraine une augmentation de rendements d’élimination de 33 et 22% de
MC et ES, respectivement. Cette amélioration est certainement liée au consortium mixte
des microorganismes et des plantes aquatiques qui étaient responsables de I'élimination des
colorants par biosorption, biodégradation et phytoaccumulation. D’ailleurs, le suivi de la

croissance et du développement a l'aide de différents paramétres a montré une excellente
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synergie entre les deux espéces biologiques méme en présence de colorants, notamment
lorsque le glucose a été ajouté a la solution. En effet, I’indice de croissance a toujours été
supérieur a 1.

Le traitement des spectres UV-visible et FT-IR de MC, a montré que I'élimination de ce
colorant par la communauté microbienne des boues activées a été initiée par le clivage du
cycle de l'anthraquinone et la dégradation des composés aromatiques générés pour obtenir
des chaines d’acides aliphatiques courtes. Aussi, l'analyse LC/MS a confirmé que
I'élimination de MC est principalement due a la biodégradation par les boues activées.
L'indice de Fukui a, de son coté, clarifié le site le plus réactif de la molécule MC, et les
sites atomiques situés dans le cycle de I'anthraquinone considérés comme les sites les plus
réactifs pour la dégradation biologique. Pour ce qui est d’ES, les spectres UV-vis et FT-IR
ont démontré que ce colorant présentait une resistance a l'attaque microbienne. Cependant,
la diminution de sa concentration et les taux de décoloration obtenus étaient principalement
dus a leur biosorption graduelle dans la matrice biologique jusqu’a I’obtention de la
concentration d’équilibre.

Les observations morphologiques a 1’aide du mode CBS (électron rétrodiffusé centré) de
L.gibba avant et aprés élaboration du traitement combiné ont montré que cette plante
aquatique a accumulé MC et ES a la surface de ses frondes ce qui a révélé une affinité
importante de cette espéce pour les colorants anioniques. Ces résultats importants ont été
confirmés par les analyses EDX.

En vue de mesurer I’innocuité des produits de dégradation des colorants, nous avons
réalisé des tests de phytotoxicité par I’analyse des pigments photosynthétiques de L.gibba.
Les métabolites dérivés du colorant MC présentaient un faible impact sur la teneur en
Chl a, Chl b et les caroténoides Cx + c des lentilles d’eau; ces valeurs étaient inférieures a
celles du témoin avec des pourcentages de réduction ne dépassant pas 9%. Le stress
abiotique induit par ES était moins important a la fin du traitement combiné ce qui signifie
que le traitement combiné a donné un impact positif et a réduit la toxicité de ce polluant
envers les lentilles d’eau.

Cette étude a montré que la combinaison des deux procédés biologiques (biodégradation et
phytoremédiation) pourrait &tre une approche intéressante pour le traitement des colorants
textiles. D’aprés les résultats exposeés ci-dessus, on peut conclure que I’ajout de 1’espéce
L.gibba aux boues activées a amélioré 1’¢limination et le pourcentage d’abattement de la
concentration des polluants présents dans les solutions a traiter. De plus, ce procédé couplé

a permis de réduire le temps de traitement a sept jours (au lieu de dix jours avec les boues
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activées seules). Ceci a prouvé que les lentilles d’eau participaient au traitement de ces
colorants via la phytoaccumulation de ces deux polluants dans leurs différentes parties
veégétales. Aussi, ces résultats nous ont amenés a conclure que le systeme du traitement
combiné présentait non seulement divers avantages que ce soit en terme d’efficacité de
traitement et de réduction du temps de traitement, mais aussi en terme de réduction de la
toxicité de ces colorants envers 1’environnement.

Ce projet pourrait étre complété et approfondi ; nous suggerons donc de :

» Tester d’autres polluants organiques d’origines diverses afin de recommander ce
procédé innovant pour épurer des effluents industriels qui portent préjudice a
I’environnement ;

» Faire de multitudes combinaisons microorganismes/plantes aquatiques et tester leur
synergie et leur capacité de traitement car la nature est constituée d’un immense réservoir
d’organismes vivants capables de protéger la planete et contribuer a son équilibre;

» Poursuivre les projets de recherche deja entamés sur le traitement de polluants
organiques par 1’adoption de procédés biologiques couplés efficaces et durables ;

» Développer et évaluer a 1’échelle pilote puis a grande échelle ces procédés afin d'établir
des protocoles, des standards et des techniques d'application efficaces et économiques
susceptibles de garantir un développement durable.
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Figure Al.Balayage spectral et courbes d’étalonnage dans 1’UV-Vis des colorants

(a, c) MCet (b, d) ES

Le balayage spectral pour les deux produits effectués entre 300 et 900 nm (Figures A.la

et A.1 b), a permis de confirmer que les longueurs d’onde d’absorption maximale de MC

et ES sont respectivement égales a 580 et 495 nm. Ces deux valeurs seront utilisées pour le

dosage ultérieur des deux colorants.

Pour tracer les courbes d’étalonnages des deux colorants, des solutions étalons de

concentrations différentes sont analysées a 1’aide du spectrophotométre a la longueur

d’onde d’absorption maximale de chaque colorant. On mesure I’absorbance (A) de chaque

¢talon et on trace la courbe d’étalonnage A = f (Concentration). Ces courbes d’étalonnage

ont été établies pour des intervalles de concentrations de [0-15 mg/L] et [0-17,5 mg/L],

pour les colorants MC et ES respectivement.
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Les Figures A.lc et A.1d représentent la variation de I’absorbance en fonction de la
concentration du colorant pour les deux composés. Les courbes sont linéaires et présentent
des coefficients de détermination supérieurs a 0,99. Le domaine de validité de ces analyses
correspond a des concentrations inférieures a 15 mg/L.

La détermination de la concentration des colorants MC et ES est effectuée par dosage
spectrophotométrique a une longueur d'onde donnée. On mesure l’absorbance de la

solution qui, par étalonnage, permet d’accéder a sa concentration.
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Annexe A2 :

Accueil | Insertion  Miseenpage  Formules Données  Révision  Affichage

_‘_‘j % Times NewRom ~ 112~ | A" o7| |Z = E'W/" |9 7| SiRenvoyer ala ligne automatiquement  Standard * i
s 1 6 I §-|E~|O-A-| EEE|EE | arusionneret centrer- @3 000 %0 5% cm“;emec’
(| Presse-p.. [ Police fa Alignement F Nombre I3
Bll v e { 3 jour
B il c D E F G H ;] K
1] 1 jour
5 nombre de frondes concentration 0 | 50P+G | 50P seule
3 | concentra 0 50P+G| S0Pseule| pl(nbdesfrf) | 0223 | 0154 0,000
4| Ojour 1 1 12 12 (nb des frf) | 0223 0,080 0,080
5 | 15 14 12 i3 (nbdes fr) | 0154 0,080 0,080
| 1jour 15 13 13 pijmoy Ljour | 0,200 | 0105 | 0,053
7] 14 13 13 lécarttypede p | 004 0,04 0,05
8| 19 17 U 2 jour
9| 2jour 19 17 14 ul (nbdesfrf) | 0230 0,174 0077
10 18 17 u 12 (nbdes fr) | 0230 0174 0,077
" 25 1 17 u3 (nbdes frf) | 0203 0,174 0077
2| 3 jour 25 21 17 pjmoy 2jour | 0,221 | 0,174 0,077
1 2 2 18 lécarttypede p | 002 0,00 0,00
A 2 2% 2 3jour
15| Ljour 3 2% 20 ul (nbdesff) | 0245 | 0187 | 0116
16| 37 25 20 12 (nb des fr) | 0245 0,187 0,116
17| 54 30 px] u3 (nbdes ) | 0258 0,170 0,135
13 5 jour 49 34 24 pjmoy3jour | 0249 | 0,181 | 0,122
il 51 2 % lécarttypede p | 001 | 001 001
" 7 4 28 4jour
2 jour 63 2 28 ul (mbdes ) | 0295 | 0193 | 0128
2| 7 40 29 12 (nb des frf) | 0275 0,193 0,128
8 105 51 34 w3 (nbdest) | 0282 | 0183 | 0128
2% 7jour 108 52 34 wjmoy4jour | 0284 | 0,190 0,128
- 9 54 1 lécarttypede p | 001 | 001 0.00

Figure A2.Le taux de croissance moyen des frondes dans I'expérience témoin (AGRc)

nécessaire pour calculer le temps de doublement (Td) du nombre de frondes pour le colorant ES
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Annexe A3 :

Accueil Insertion Mise en page Formules Données Révision Affichage
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C°l'°' 4 16 I § -||E~|O- A |EEFE §§| {*‘i Fusionneretcentreri*-]
| Presse-p. [ Police F Alignement
c48 - fi | =LN(2)/H24
=LA E C Bl E F G H | J
1 |
» nombr= dz frondas concentration 0 S0P +G| S0P seule
Al concentra ul (nbdesfrf) | 0223 | 0223 | 0,080
‘ o W2 (nbdesfrj) | 0223 | 0154 | 0,080
5 15 15 13 W3 (nbdesfrj) | 0.054 | 0154 | 0,080
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7 14 14 13 l'écart type de 0.04 0.04 0.00
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13 26 23 19 l'écart type de 0,02 0,02 0.00
- 4 jour 3 30 23 ul (nbdesfrj) | 0245 | 0231 | 0,135
1s 37 3l 23 W2 (nbdesfj) | 0245 | 0217 | 0153
7 54 41 27 W3 (nbdesfrj) | 0238 | 0217 | 0153
i 3 jour 49 42 27 pijmoy3jour | 0249 | 0222 | 0,147
1 51 42 26 l'écart type de 0,01 0,01 0,01
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2 105 7 3 W (nbdesfj) | 0282 | 0237 | 0163
24 7 jour 104 ) 44 pij moy 4 jour 0284 | 0232 | 0,159
25 96 73 44 lécarttypede p | 0,01 0.00 0,01

Figure A3.Le taux de croissance moyen des frondes dans I'expérience témoin (AGRc)

nécessaire pour calculer le temps de doublement (Td) du nombre de frondes pour le colorant MC
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