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Résumé

Résumeé :

L'objectif de ce travail de recherche est d’étudeercinétique de biodégradation du phénol
contenu dans une solution aqueuse, dans des aulturebatch, en utilisant une souche
bactérienne appartenant au geRseudomonas

Avant d'aborder les essais de biodégradation, ramass jugé nécessaire d'effectuer une
procédure dacclimatation de la souche bactérienn€elleci est réalisée
aux concentrations croissantes en phénol (10 - 800m

L’étude d’optimisation des parametres opératoiréséaeffectuée pour une concentration en
phénol de 50mg/L, la température et la vitessei@dagn ont été maintenues constantes
respectivement a 30°C et 80 tr/min. Les résultateraus ont révélé un pH optimal de 7,5 +
0.2 et une source d'azote sous forme de®l une concentration en azote de 0,35g/L.
Dans ces conditions optimales, une étude cinétiguété entreprise pour différentes
concentrations initiales en phénol : 50 a 400mgAs résultats expérimentaux obtenus font
apparaitre d’excellents rendements d’éliminationpthénol qui ont atteint 100% selon la
concentration initiale du substrat.

Par ailleurs, il a été montré que le phénol présem comportement inhibiteur pour les
concentrations supérieures a 150mg/L. L’équatiorHdielane a été adoptée pour décrire la
relation entre la vitesse spécifique de croissanet la concentration initiale en substrat S

Les constantes cinétiques déterminées & partir @iel® sonfima = 0114 R, K = 288.97
mg.L'!, Ki = 97.88mg.C*. Le modéle de Haldane décrit d’'une maniére plusnmins
satisfaisante les données expérimentales danstewalles de concentrations en phénol
explorés. Cependant, on a observé un écart erdrgaleurs mesurées et estimées par le
modele au voisinage de la concentration en phépoll®0mg/L. Cette inadéquation du
modele peut étre attribuée, d’aprés plusieurs tleers, a l'effet d’inhibition par les
meétabolites intermédiaires de la dégradation dengdhéd.es résultats de la simulation des
profils des concentrations du phénol au cours deddégradation ont montré que le modéle
choisi décrit convenablement le phénoméne de bradétjon du phénol par la souche
bactérienne acclimatée pour des concentrationsalest inférieures a 300mg/L. Par
conséquent, le modele pourra étre exploité poprédaision des données de biodégradation,
I'optimisation et pour la conception d’'un procédghiotraitement.

Mots clés :bactérie Acclimatée; pseudomonas; biodégradapioénol; modélisation.

Abstrat :

The objective of this research is to study the tkiiseof phenol biodegradation contained in an
aqueous solution, in batch cultures, by using adp@t strain belonging to the Pseudomonas
species.

The kinetics of phenol biodegradation Bgeudomonas spere investigated over a range of

initial phenol concentrations (50-400mg)L The efficiency of phenol degradation was

optimized by changing various processing parameseich as the source of nitrogen, pH and
acclimatization strategy using batch experimentstiming velocity and temperature were

fixed respectively to 80 tr/min and 30°C. The baatevas acclimated by increasing the

phenol concentration from 10 to 200md.LThe results obtained revealed an optimal pH of
7.5 £ 0.2 and NBCI as a source of nitrogen at concentration of @I35Under these optimal



Résumé

conditions, a kinetic study was carried out. Thpezinental results reveal excellent rate of
phenol biodegradation which reached 100% accordlinghe initial concentration of the
substrate.

In addition, the phenol was observed to be thebitdry compound for concentrations up to
150mg.L*. The Haldane equation was adopted in order torithesthe relation between the
specific growth ratesuy) and the initial concentration of phenol (So). &ic constants of the
Haldane equation wer@max = 0.114 R', Ks = 288.97 mg.l}, Ki = 97.88mg.L". In
simulation studies including the Haldane model, emident disagreement was observed
between measured and estimated specific growth vetten arfo of 150 mgL* was applied.
The inadequacy of this model was attributed toittngbition of metabolic intermediates of
phenol degradation.

The results of the simulation profiles of the pHetancentrations during the biodegradation
showed that the selected model suitably describepthenomenon of phenol biodegradation
by the acclimatized bacteria strain for initial centrations lower than 300mg/L. This model
could be exploited for the estimates of the bioddgtion data, optimization and for the
design of biotreatement process.

Key words: Acclimatized bacteria; pseudomonas; biodegradagbanol; modelling.
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Caracteres romains

-
DO
Cr
Cs
Co
X

Xo

Y xis

tq

Ks

g
Ks/K|
MES
DCO

COT

. Température (°C)

. Densité optique -

: Concentration du phénol dans le témoin. (mg/L
. Concentration du phénol dans I'échantillon. mg(L)

: Concentration initiale du phénol (mg/L)

: Concentration en biomasse séche (mg/L)
. Concentration initiale en biomasse séche (mg/L)
. Concentration finale en biomasse seche (mg/L)
: Concentration en substrat (mg/L)

. Concentration initiale en substrat (mg/L)

. Concentration finale en substrat (mg/L)

: Rendement en biomasse (mg de biomasse prodgitdgmhénol consommé) -

: Temps d’'incubation (h)

: Temps de doublement (h)

: Constante de saturation (mg/L)
: Constante d’inhibition (mg/L)

: Concentration optimale en substrat (mg/L)

: Facteur d’inhibition .

: Matiere en suspension (mg/L)
: Demande chimique en oxygéne (mg/L)
: Carbone organique total (mg/L)



Caracteres grecs
u  : Vitesse spécifique de croissance
p*  : Vitesse spécifique optimale de croissance

Mmax : Vitesse spécifique maximale de croissance

Abréviation

BN . Bouillon nutritif

GN : Gélose nutritive
MC . Milieu de culture

MMB : Milieu minéral de base
R? . Coefficient de corrélation

rpm : Nombre de tour par minute

(h)
(h)
(h™)
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Au cours des derniéres décennies, les problemeslbgion croissante sont devenus de plus
en plus aigus et ont atteint une ampleur telle@est tout I'équilibre de I'écosystéme qui est
menaceé. Parmi les milieux récepteurs, I'eau esil@ de prédilection de la pollution, elle en
est également le vecteur principal. Il en résult@agjourd’hui, les ressources en eau potables
sont devenues vulnérables et se raréfient de jojou.

Diverses eaux résiduaires industrielles dont les< gdnénoliques, sont directement évacuées
dans les cours d’eau causant des effets irrévessglr la qualité de I'eau. Le phénol est un
produit utilisé dans la synthése des matieresiglaes, de colorants, d’insecticides. Le phénol
figure néanmoins dans la catégorie des substaméssrpgant un risque de pollution des eaux

en raison de sa forte toxicité.

Chez I'étre humain, une intoxication phénoliqueugige manifeste par une vasodilatation,
une dépression cardiague, une hypothermie, un @rma arrét respiratoire. L'ingestion de
phénol provoque une intense douleur abdominalenetsensation de brQlure dans la cavité

buccale.

En réponse a ces problémes de toxicité, il esspatisable de limiter les rejets de ce polluant
dans le milieu naturel par le traitement de I'enslendes effluents industriels afin qu’ils

soient conformes aux normes en vigueur.

A cet effet, une multitude de travaux de rechercleeglamentales et appliquées ont été
entrepris pour aboutir a des procédés de traiterdenplus en plus performants. Ces

traitements peuvent étre réalisés par voie biolagighimique ou physique.

La performance des méthodes biologiques pour lgetnant d’'une grande variété de
composés organiques et inorganiques est prouvéaisdef@ja plusieurs années. Leur
développement et leur utilisation & I'échelle indiedle croit de facon exponentiell&].
Comparées aux technologies physico-chimiques, mdméaminant est simplement transfére
d’'une phase a l'autre, les technologies de bietmreént présentent la possibilité de dégrader

completement les contaminants en produits inofferm&i moins polluants.
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Bien gu’ils soient un peu lents, les procédés ddemment par voie biologique sont moins
colteux relativement aux méthodes physico-chimidles

Actuellement, pour pallier a cette lenteur de lgedtion bactérienne, les chercheurs en
biotechnologie tentent d’intervenir dans la modifion des genes des bactéries pour les

rendre plus gourmandg3].

Puisque les méthodes biologiques utilisent lesaorganismes qui dégradent principalement
de facon aérobie les composées organiques en disxgd carbone et en eau, il fallait
déterminer quels microorganismes étaient en maseffectuer cette dégradation. Ce fut le
sujet de nombreuses recherches et c’est toujoucadeaujourd’hui car les connaissances

actuelles sur les microorganismes impliqués sotrenimitées.

Dans la présente étude, nous avons entrepris vailtoe recherche portant sur le suivi de la
dégradation biologique du phénol contenu dans wiletien aqueuse par une bactérie

acclimatée appartenant au genre Pseudomonas.

La premiére partie de I'étude est consacrée aclaerehe bibliographique et aux généralités
lites aux techniques utilisées, y sont dévelopgssectivement : les généralités sur le phénol,
un apercu sur les procédeés de traitement des ed@s gontenant des composées phénoliques
et en particulier les traitements biologiques amse leurs mécanismes de biodégradation et
les facteurs influencant ces processus. Parte, swous présenterons les travaux de recherche
antérieurs effectués sur la biodégradation du ghgaoodes souches bactériennes du genre

pseudomonas en condition aérobies.

La deuxieme partie du mémoire porte sur les expée® réalisees en batch pour cerner
'influence du phénol sur la croissance des psewt@® Sp. Tout d’abord nous avons
procédé a l'acclimatation de cette souche puretgyauvé sa capacité a utiliser le phénol
comme seule source de carbone et d’énergie, ensoite avons optimisé les facteurs de
croissance a savoir : le pH, la nature et la camagon de la source d’azote.

Une étude des cinétiques de croissance des bacsam@dimatées et de biodégradation du
phénol est réalisée dans les conditions optimalddférentes valeurs de concentrations en
substrat. A partir de ces résultats expérimentaaxs avons déterminé les parameétres de ces
deux cinétiques tels que : la vitesse spécifiquerdssance et de biodégradation, le temps de

doublement et le coefficient de rendement en bismas
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Afin de déterminer le mode de biodégradation dunph@ar la bactérie acclimatée, nous
avons examiné l'application du modele de Haldanerésultats expérimentaux obtenus. La
simulation des profils des concentrations du phémolcours de la biodégradation a été
effectuée.

Apres examen des résultats obtenus, nous termmemotre travail par une conclusion
générale.
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|. Pollution des eaux par le Phénol

.1 Introduction
Le phénol et ses dérivés sont considérés comméndees de pollution industrielle. Leur
nuisance la plus marquante est le goQt désagréapkrsistant des chlorophénols qui apparait

dans I'eau en présence de chlore et a des tenduvgmement faiblept].

|.2 Généralité sur le phénol

Le phénol est un composé aromatique qui possedgaupement hydroxyle (-OH) lié a un
atome de carbone d’un cycle benzénidtigyre 1).

Il a été découvert pd&Runge en 1834 dans le goudron provenant de la houille. Mais &est
1842 que sa vraie composition chimique et son poidsémuoaire de94,11g/molont été

donnés par le chimiste franc#isguste Laurent[5].

OH

Figure 1 : Structure chimique de la molécule de phénol.

+« Le phénol est un solide cristallin blanc a roseepél possede une odeur acre
caractéristique et un godt donnant une vive samsake brilure. Ses propriétés physico-

chimiques sont présentées danwtdeau 1
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Tableau 1 :Propriétés physico-chimiques du phéifg] [10]

Formule brute Parameétre Valeur
Masse molaire (g/mol) 94,11
CeHeO
o Point de fusion (°C) 41
Synonymes Point d’ébullition (a P =1Atm) (°C) 182
Température d’auto - inflammation (°C) 715
Monohydroxybenzene pensité @2°) (solide) _ 1,071
ité d2°) (liqui 1,049
Hydroxyde de phényle Densité d,”) (liquide) —
0,047 (25°C)
Pression de vapeur (kPa) 5,3 (100°C)
Acide carboxylique %%?é 50 (%268:8
Solubilité dans I'eau mg/L o
Acide phénique Mo | ss 700 z=0)
Constante d’Henry (Pa.ni/mol) 4.02.107(25°C)
Ceeff. de diffusion dans I'air (cits) 8,2 10°
Cceff. de diffusion dans I'eau (éfa) 8,810
Permeéabilité cutanée a une solution (cm/h) 8216

agueuse

4+ Les phénols sont utilisés commié}

Anesthésiques dans les applications pharmaceutiqasgsrine, pastilles de gorge, lotions

antiseptiques.

Intermédiaires de synthéses des parfums, coloeamésines phénoliques.

Désinfectants, révélateurs photographiques, addiés lubrifiants et des essences.

D'autre part, le phénol peut érensidéré comme un composé principal, puisqu'istitue

un intermédiaire dans la dégradation de plusieomgposés aromatiquesigure 2) [7 - 9].

OH

Q0 OO
. i@

r TN 7

§ I ) S

CH, -CH-NH,-COCH

Tyrosine

Figure 2: Exemples de composés dont la dégradation meneémnoljhl].
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1.3 Principe de production
Il existe plusieurs méthodes de production du phénais seules deux d’entres elles sont

mises en ceuvre industriellemefb}

+ Meéthode de Hockelle comporte 3 phases :

Alkylation du benzéne avec du propene pour fornegtisopropylbenzéene (cumene),
Oxydation du cuméne donnant naissance a des terpfgroxydes,

Séparation en phénol et acétone.

+ Méthode”Dow ” , elle comporte 2 phases :

Oxydation du toluéne pour former de I'oxyde beqgnej

Décarboxylation oxydante permettant d’obtenir dérpi.

Le phénol commercial obtenu a partir du cuménel{ott de Hock, procédé de fabrication le

plus répandu) est pur a 99,8 %.

|.4 Origine des rejets d’eau contenant des substaes phénoliques

L’industrie est la source principale d’émissionghénol dans la nature, sa présence provient
des eaux résiduaires des raffineries de pétroleydwabstries métallurgiques, d’usines
pétrochimiques, de cokeries, d'industries papetietal’'industries de cellulose ...¢1d].

Les caractéristiques de certaines eaux résiduairgenant du phénol est représentée dans les

tableaux suivants :

Tableau 2 : Caractéristiques des eaux résiduaires des raéfmde pétrolgl12]

Parameétres Valeurs
pH 8,8
MES 46 mgl/L
DCO 625 mgQ@L
Phénols 22 mg/L
Hydrocarbures 30 mg/L
Détergents 13,7 mg/L
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Tableau 3 : Caractéristiques des eaux résiduaires des usiteschimiques|13]

Parametres Valeurs
Phénols 60 mg/L
O-Crésol 15 mg/L
P- Crésol 18 mg/L
DCO 790 mgQ@L
COoT 230 mg/L

1.5 Impact du phénol sur la santé humaine et 'envbnnement

[.5.1 Effet sur ’homme [6]

Chez I'étre humain, une intoxication phénoliqueugige manifeste par une vasodilatation,
une dépression cardiaque, une hypothermie, un ebnma arrét respiratoire.

L'ingestion de phénol provoque une intense dousadominale et une sensation de brdlure
dans la cavité buccale.

L’application de solutions aqueuses de phénol mi@ibéement concentrées pour nettoyer la
peau, peut occasionner des lésions locales dguitisagrave est la gangréene phénique si le
contact est prolongé. Cette gangréene est d’abaidiguse, elle évolue sans douleur, ensuite
la plaie devient sombre et douleureuse.

Absorbé a petites doses de facon répétée, le pbéhsucceptible de provoquer un syndrome
nerveux connu sous le nom marasme phénique qucasictérisé entre autre par des
céphalées et des vertiges.

Ces troubles s’accompagnent souvent d’'anémiegfelipd atteinte rénale avec albuminurie.

1.5.2 Effet sur I'environnement [14]
Les phénols synthétiques sont plus toxiques que egistants a I'état naturel, une réduction

des émissions s'impose :

Les phénols sont plus lourds que I'eau et tendeet @poser. lls se dissolvent lentement et,
méme dilués, continuent de former des solutiongjtms. En raison de leur forte toxicité
dans l'eau, les phénols figurent dans la catégiese substances présentant un risque de

pollution des eaux.



Partiel EtudeBibliographique

4+ Les vapeurs de phénol sont plus lourdes que tdarment des mélanges explosifs sous
I'effet de la chaleur. lls s'oxydent a I'air, ceqassus est accéléré par la lumiere ou par des

impuretés a effet catalytique.

4+ Dans le sol, une condensation avec formation dabidmique peut se produire. En
revanche, la dégradabilité des phénols synthétigseplus faible, car un certain nombre
d'entre eux, ont une action bactéricide. Plus hespls contiennent d'atomes de chlore ou

d'azote, plus leur toxicité est forte

1.6 Normes de rejet du phénol

De fagon générale, le terme "normes" recouvre uoutnsemble de paramétres, d'indicateurs
ou de systéemes de classification permettant derdentles effets d'un projet sur
I'environnement et de décrire la qualité du miledurel.

Les normes de rejets de phénol dans I'eau uséevanables suivants les pays, en général les

valeurs limites imposées sont de 0,1 & 1 nmigH].

[.7 Conclusion

Les rejets intensifs ou irréguliers de phénol petiygrovoquer des perturbations parfois
irréversibles dans I'équilibre écologique de I'eau.
Il est donc impératif de procéder a la destructies phénols, la plus complete possible, avant

de rejeter les eaux contaminées dans le milieualatu
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ll. Différents procédés de traitement du phénol

[I.1 Introduction
On distingue deux grandes catégories de procédiaittanent des rejets d’eaux contaminées

par le phénol :

1. Procédés physico-chimiques : qui ont pour butdapération des phénols.
2. Procédés biologiques : qui ont pour but I'éliminatdes phénols.

Cependant,

"Faut il récupérer ou éliminer le phénol ?

La décision doit étre prise en fonction de la c#pagconomique et technologique de l'usine
en guestion.

Pour les petites exploitations ou le volume destsaj’eau phénoliques n’atteint que quelques
m?® par jour, la récupération n’est pas rentable.

Par contre si le volume rejeté par jour est élé\&@ ks conditions techniques sont présentes,

la récupération du phénol s’avere étre la meillele® solutions.

[1.2 Procédes physico-chimiques
[1.2.1 Traitement par adsorption sur charbon actif [16]

L’adsorption sur charbon actif, compte parmi legshndes physiques de transfert de masse et
les méthodes les plus anciennes de traitemenede. I’

L’adsorption sur charbon actif figure parmi les hugtes les plus courantes, cependant ce
processus ne résout pas complétement le problemié feat encore détruire les composés
extraits de I'eau. Pour cela, le charbon charg@aliant est traité, en présence d’oxygene,

dans des fours a hautes températures (régénétiagionique) ou les composés sont bralés.

[1.2.2 Traitement par I'ozone
L’'ozone est un agent oxydant trés efficace pouflinti@ation de plusieurs polluants
organiques. Des études menées par certains aotgurontré que I'ozone peut conduire a la

polymérisation des composées phénoliq{s.
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[1.2.3 Traitement par les radiations UV

Plusieurs auteurs ont montré que les rayons UV elundans I'eau, en présence d’oxygene,
des réactions radicalaires en chdg.
La lumiére UV seule n’est pas suffisante et un exydutilisé seul ne produit qu'une

décontamination partielle. Il faut donc I'utilisati simultanée de la lumiére et de I'oxydant.

[1.2.4 Traitement par I'ozone et les radiations UV

Le procédé @UV permet une destruction efficace des composéaniques toxiques et
réfractaires comparativement aux méthodes classide¢raitement de I'eau
Le principe de ce procédé consiste en l'irradiafidb4 nm d’une solution aqueuse saturée en

ozone dans un réacteur appropiie.

Ces procédés physico-chimiques sont limités du deitleurs colts ou de leurs impact
secondaire sur I'environnement. C’est pour celauait appel aux traitements biologiques
qui sont plus ou moins lents mais permettent néamndiélimination compléte du

contaminant, cette épuration s’effectue grace étiba d’'une biomasse bactérienne (algues,

champignons et bactéries).

|.3 Procédés biologiques
[1.3.1 Principe de I'épuration biologique

L’épuration biologique des eaux usées chargées aremas organiques biodégradables est
réalisée par I'action des micro-organismes qui sapiables de métaboliser ces composés en
matiere plus simplgl1].

a. Besoin des micro-organismes [18]
Les micro-organismes se multiplient grace aux ments présents dans les milieux de

culture. lls possédent un certain nombre de besdémentaires, énergétiques et spécifiques.

+ Besoins élémentaires sont constitués d’éléments entrants dans la ositipn de la

substance microbienne :

10
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- Source de carbone un des éléments les plus abondants de la bactériplus simple
des composeés carbonés est 16.CO

On distingue deux catégories de bactéries :

1.Bactéries autotrophes ont une capacité de développement en milieu imigge
contenante CO, comme seule source de carbone.
2.Bactéries hétérotrophesont une capacité de dégrader une panoplie deasdest

hydrocarbonées. Elles exigent des composés orgaiguomme source de
carbone.

- Source d'azote I'azote entre dans la composition des protéinegebaanes. Il peut étre
fixé par la bactérie sous trois formes :

Sous forme d’azote moléculaire tilisé par un nombre limité de microorganismes

tels que : les Rhizobium, Azotobacter et certailosttidiums.
2. Sous forme de composés inorganiques Milisé par les Nitrobacter.

Sous forme de composés organiques R-Nidnt les groupements aminés
représentent la source d’azote.

- Source de phosphore Le phosphore entre dans la composition des acigEgsiques, de
nombreux coenzymes et de I'ATP. Il est incorporésdda bactérie sous forme de

phosphate inorganique. Il permet la récupératiagcumulation et la distribution de
I'énergie dans la cellule.

- Source de soufre Le soufre entre dans la composition des acidesemnues protéines

(groupement thiol). Il est incorporé dans la cellsbus forme de sulfate, de composés
soufrés organiques, rarement sous forme de satdrgtr

Besoins énergétiques lls couvrent les dépenses engagées dans lesesgies du
catabolisme et de biosynthése.

Les bactéries peuvent utiliser comme source d'énecif :

. L'énergie lumineusébfctéries Phototrophgs

. L'énergie fournie par les processus d'oxydo-rédnghactéries Chimiotropts.

11
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+ Besoins Spécifigueffacteurs de croissances)i s’agit de métabolites essentiels dont
certaines bactéries ont besoin pour leur croissagiceu'elles sont incapables de

synthétiser par défaut enzymatique.

Les facteurs de croissance présentent des cactarenuns:

- Actifs a concentration infime

- Etroitement spécifiques

Les bactéries exigeant des facteurs de croissamteappeléesBactéries Auxotrophest les

bactéries non exigeantes sont digsctéries Prototrophes

2. Croissance bactérienne [18] [19]

C’est l'accroissement ordonné de tous les compesiagnia bactérie. Elle se manifeste par une
augmentation numeérique des cellules bactériennasrepas par une augmentation de taille

comme chez les organismes supérieurs (homme, aain@ante).

2.1 Facteurs influengant la croissance bactérienne

lIs interviennent de facon primordiale dans I'oltiem d’une culture optimale. En effet les
nutriments doivent étre apportés a la bactérie desmconditions d’environnement qui lui

conviennent, sinon, ils peuvent I'inhiber.

+ Température : Selon le comportement de la bactérie vis a vis adléempérature, on
distingue :
. Les bactéries mésophilesLa température optimale de croissance est de 20°@
(30°C pour les mésophiles saprophytes, 37°C msumiésophiles pathogenes).
- Les bactéries thermophilesLa température optimale de croissance est de @5°€.
- Les bactéries psychrophiled.a température optimale de croissance est deaCGf.
Ces bactéries contaminent souvent les produitéergitde méme que les produits
biologiques (sang ou dérivés sanguins) conserb@sse température.
. Les bactéries cryophilesLa température optimale de croissance est infiigia 0°C,

on distingue les bactéries des océans et des igacie

12
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4+ pH: Les bactéries préferent un pH neutre ou légéremleatin (7 —7.5), cependant, il
existe des bactéries qui se développent a des igesgacidophiles)et tres rarement a des

pH basiques supérieur Basophiles)
+ L’oxygéne :suivant le rapport des bactéries avec I'oxygenes gleuvent étre classées en :

- Aérobies strictes qui se divisent en présence d’oxygene.

- Anaérobies strictesqui se divisent en absence d’oxygéene.

.- Aérobies — anaérobies facultativegiui se divisent aussi bien en absence qu’en
présence d’oxygene.

- Microaérophiles: qui ne divisent qu’en présence d’une faible emi@ation d’oxygene
dans I'eau(2 a 10 %).

L'oxygene est facilement réduit en radical suped®yen peroxyde d’hydrogéne et en
radical hydroxyle. Ces produits sont trés toxiques ils détruisent les constituant
cellulaires.

Les aérobies et anaérobies facultatifs possedenuparoxyde dimutase et la catalase qui
vont neutraliser ces produits toxiques. Tandis lggeanaérobies strictes sont dépourvues

de ses deux enzymes (ce qui explique gu’elles negm vivre en présence d’oxygene).

+ Pression Osmotique la plupart dedactéries sont pratiquement insensibles aux vanisiti
de pressions osmotiques et cela grace a une gacifigue qui leur confére une rigidité

et une résistance aux chocs.

2.2 Cinétique de croissance bactérienne

L'étude de la croissance bactérienne consistevaesen fonction du temps I'évolution de la
concentration cellulaire. En effet, en milieu n@mouvelé, la croissance des bactéries est

limitée et suit différentes phases comme il éssité dans l&igure 3

13
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Figure 3 : Courbe de croissance bactérieifit@

+ Phase de latence :

Il s’agit d’'une période d’adaptation des bactédesant laquelle les cellules synthétisent les
enzymes nécessaires pour utiliser les substraéségits nutritifs) du milieu. Durant cette
phase, il n’y a pas de division cellulaire : X &t u = 0.

4+ Phase d’accélération :

Elle représente le début de la division cellulafke. cours de cette phase, la concentration
cellulaire (X) et la vitesse spécifique de croissa() augmentent.

4+ Phase exponentielle :

La vitesse de reproduction cellulaire a atteint smaximum et reste constante. Dans cette
phase, le temps de doublement est le plus court.

4+ Phase de ralentissement :

La vitesse de croissance des bactéries diminuewns de cette phase. Le milieu s’appauvrit

en éléments nutritifs disponibles et s’enrichipeaduits du catabolisme, souvent toxiques.

14
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4+ Phase stationnaire :

La croissance bactérienne s’arréte (u = 0), le merde cellules atteint son maximum et se

caractérise par un plateau sur la courbe.

+ Phase de déclin :

La vitesse de croissance spécifique est négatiwedjjtoutes les ressources nutritives sont
épuisées, il y a accumulation de métabolites te@sgee qui produit une diminution

d’organismes viables et une lyse des bactéries.

[1.3.2 Principaux types de dégradation
1. Deégradation aérobie du phénol

L'oxygéne est l'accepteur terminal d’électrons ggmére leplus d'énergie pour la bactérie.
Pour cette raison, mais aussi parce qu'il est texiopur plusieurs processus anaérobies, le
métabolisme aérobie prédomine méme si d'autrespteros terminaux d'électrons sont
présents.

Un grand nombre&e micro-organismes sooapables de dégrader les compa®snatiques
dans les conditions aérobies, tels que les gétseadomonadihodococcust Acinetobacter
[20]. En particulier, la transformation du phénol a ialisée en utilisant plusieurs espéeces
bactériennes telles quacillus sp [21], différentes espéecesAtinetobacter[22] [23] et
plusieurs espéeces de Pseudomd¢h@l[26] [37].

En présence de I'oxygéne, le phénol peut étre dégmit par la voie de fission ortho, soit par
la voie de fission metaF{gure 4). Dans les deux cas, l'oxygene est essentiel a la
déstabilisation du cycle aromatique car il est ipocé directement dans la molécule attaquée
pour former l'intermédiaire central tel que leézdtol.

Cette incorporation de I'oxygene, suivie par laifia du cycle, est orchestrée par les enzymes
mono- et dioxygénas¢8] [26].

« Monoxygénase Ce type d’enzyme hydroxyle le noyau aromatiquie,est appelé
également hydroxylase.

« Dioxygénase Ce type d’enzyme clive le noyau aromatique stl @dassé selon le mode de

fission de ce dernieF{gure 5).

15



Partiel EtudeBibliographique

« Lorsque la fission se fait en ortho (clivage erlée carbones porteurs des groupements
hydroxyles), I'enzyme est appelée intradiol dioxyase.

« Lorsque la fission se fait en meta (clivage enag dleux carbones adjacents au diol),
I'enzyme est appelée extradiol dioxygéngzss.

OH
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OH
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~SCOOH

| . COOH

Cis-Cis muconic acid

Muconoactone
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p-oxo-adipate
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|
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Y

R OH

| COOH
“CHO

2=hydroxy muconic semialdehvde

'

0

f COOH

o
l Oxppemt 4-enoate
Y
COOH
‘.l =)
4”
coon Oxaloacetate

[
CHy-CHO +CH:- C-COO0°

Acetaldehyde + Pyravate

Chemin oxydatif «meta»

Figure 4 : Métabolites et enzymes des deux chemins oxydatiieta » et « ortho » pour la

dégradation du phef@r].
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OH
N
COOH _ Fissior-ortha Fissior-mete
~ Intradiol Extradiol
P COOH . 3 . X
dioxygénase Ok dioxygénase

Catéchc

Figure 5:Les deux modede clivage du noyau aromatique par les enzymegdénasef4]

Dans le cas deBseudomonas sffla souche sélectionnée dans notre étude), lagbhest
minéralisée selon le chemin oxydatif « meta ». tenper produit qui suit le catéchol est le
«2-hydroxymuconique acide semialdéhyde (2-HMASPR®¥] [37]. La présence de ce

produit, donne au milieu une coloration jaune veala

2. Dégradation anaérobie du phénol

En condition anaérobie ou l'oxygene n'est pas digpm pour transformer les composeés
aromatiques, les micro-organismes qui s'y troudentent utiliser des mécanismes différents
de ceux décrits plusaut.

Généralement, la spécialisation métabolique chebaetéries anaérobies est plus grande
chez lesbactéries aérobieR9]. A I'exception des composés hydrocarbures halegdaé
biodégradation en conditions anaérobies est g@améeait plus lente en comparaison a la
biodégradation en conditions aérohjig8]. Ceci est principalement di a la faible énergie qu
les bactéries sont capables de puiser a partia dédgradation de la matiére organique dans
ces condition§31].

En utilisant le nitrate comme accepteur terminaledtrons ; Bakke[76] a montré que le
phénol était dégradé en acide n-caproiqueuparculture mixte. Ce cherchearconclu que le
cycle aromatique du phénol était réduit pour forteeryclohexanone avant d'étre dégradé en
composeés aliphatiques.

Les intermédiaires de dégradation ont été suiviBpiba et Evan§33] dans leur consortium

méthanogene adapté au catéchol. pb&nol a été métabolisé rapidement et les produits

17
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suivants ont ét@étectés dans le milieu de culture: le cyclohexanda 2-hydroxycyclo-
hexanonel'adipate, le succinate, le propionate et l'acétabafiant une voie métabolique
réductrice Figure 6).

Une autre voie métabolique de la dégradation dagihdifférente de la voie réductrice, a été
rapportée par plusieurs cherchei34] [35] [36].

Quandle phénol non marqué et le €@narqué au“C ont été fournis & leur culture
méthanogene, Knoll et dl36] ont observé la formation du benzoate radioactif.r€siltat
indique que la dégradation du phénol passe prolvaiepar la carboxylation du phénol.

Les métabolites intermédiaires détectés dans leeunidle culture sont : le benzoate, le
cyclohexane carboxylate, le 1-cyclohexene carbdeylet le caproate, tandis que les
intermédiaires potentiels de la voie réductricecflelohexanol, le cyclohexanone, le pimelate

et quelques autres) n'ont pgaé transformégd=gure 7)

Les deux voies de traitement anaérobies ménent @raduction d’'un mélange gazeux tres
éenergétique (CiH+ CQO,)

QL0400

HO

CH,
COOH
C/I p CH3COOH
Acétate
o 1

CHy+ CO,

Figure 6 : Dégradation anaérobie du phénol par voie métabmligductrice proposée par
Evans (1977)28].
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Figure 7 : Dégradation anaérobie du phénol par voie métabsiigypliquant la

carboxylisatior{36].

11.2 Conclusion

Le phénol est présent dans diverses eaux résiduamlastrielles, pour I'éliminer, différents
procédés physico-chimigues existent. Cependantinan@st réellement satisfaisant en terme
d’efficacité, de faisabilité ou de colt. En efflds méthodes physico-chimiques présentent
I'inconvénient de déplacer le phénol et non pasledelétruire ou de le transformer et
également elles peuvent générer des sous produitgues. Par ailleurs, la voie biologique
qui est une technique économique, présente I'agarda&liminer le phénol en le transformant
en produits inoffensifs ou moins polluants patdéimédiaire de microorganismes.

C’est la raison pour laguelle nous avons entrepiass cette étude, un travail de recherche

portant sur I'élimination du phénol par voie bialpge.
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ll. Résultats des travaux antérieurs effectués sur lsiodégradation
du phénol

1. Introduction

La biodégradation du phénol et de ses dérivéeteparultures microbiennes mixtes et pures
a fait I'objet d’'un certain nombre de travaux awrmsode ces derniéres années. Le genre
Pseudomona®st largement appliqué pour la dégradation des oeéspphénoliques. Ces
bactéries sont connues pour leur immense capaeitéeddévelopper sur divers composeés
organiques. Laableau (4) résume les différents microorganismes capabledédeader les

composes phénoliqu§s7].

Monteiro et coll., (2000) [57]ont étudié la biodégradation du phénol par uneauilpure de
Pseudomonas putida DSM54i8es expériences ont été menées dans des cuénreatch
avec des concentrations en phénol allant de 1-1@Q, T = 26°C et pH = 6,8. Le taux de
croissance spécifique maximum obtenu pour cettehspure est de = 0,436H, ce
dernier a été comparé avec d’autre études utiligast cultures mixtes avec un taux de
croissance de &= 0,131H). IIs ont constaté que le rendement est pluséélers de la

sélection d’'une culture pure pour la dégradatioplignol.

Muhammad et coll., (2007) [38]ont comparé la capacité de deux souches bactésenn
Pseudomonas aeruginosaPseudomonas pseudomalteipable d’utiliser le phénol comme
seule source de carbone et d’énergie. Les réswoltatsiontré qu’avec les mémes conditions
de cultures ; le taux spécifique de croissance ettésse de biodégradation du phénol par la
souchepseudomonas aeruginosnt 0,016 H et 26,16 mg/L.H, ces valeurs sont plus
importantes comparativement a ceux obtenus avesouahe Pseudomonas pseudomallei
(0,013HK", 13,85mg/L.H).

Abuhamed et coll., (2004) [64bnt étudié I'effet de 'adaptation (acclimatatiale la souche
Pseudomonas putidal au phénol pour une concentration de 50mg/Loritsconstaté que la
biodégradation du phénol par les cellules adaftEgts) était plus rapide que celle observée
avec les cellules non adaptées (90h).
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Kumar et coll., (2005) [48]ont acclimaté une souche pure qui esP$&udomonas putida
MTCC 1194 au phénol jusqu'a 1000 mg/L en présence dwogk. Les résultats des
expériences en batch a T= 29,3 °C et pH = 7,1 ont révélé que le phénol, anee
concentration initiale de 1000mg/L, pourrait étnierement dégradé au bout de 162 h.

Par ailleurs, malgré I'acclimatation de la cultbeetérienne a une concentration en phénol de
1000mg/L, ces auteurs ont observé un temps dechkatgni varie linéairement avec la
concentration du phénol.

Plusieurs facteurs externes peuvent limiter le talex biodégradation des composés
organiques. Ces facteurs peuvent inclure la ternyoérale pH du milieu, la teneur et la
disponibilité en oxygene, la concentration en gualbset les propriétés physiques des
contaminants. Chacun de ces facteurs devra étimis@tpour la souche sélectionnée dans le

but d’aboutir & une dégradation maximale du compogénique utilis¢39].

Hsieh et coll., (2008) [41pnt étudié I'effet du pH sur la biodégradation chepol pour la
souchePseudomonagutida dans un intervalle de 6,7 a 10. Les résuttat montré que le
phénol a été dégradé plus rapidement dans un niilietile pH est proche de la neutralité.

Ballesteros et coll., (2008) [50Jont examiné linfluence de la température sur la
biodégradation du phénol par la souéts=udomonagputida dans la gamme 25 a 35°C. lIs
ont remarqué que pour toutes les températureséémidit pour un pH compris entre 5 et 7,
cette souchedégradait le phénol rapidement dans les conditimtsnales T= 30°C et pH =

7, et lentement a une température de 35°C. A rsasvette étude, nous constatons qu’une
température de 30°C et un pH proche de la nedtretinstituent des conditions favorables

pour dégrader le phénol par les bactéries de gBseudomonas.

Une variété de modeles cinétiqgues d'inhibition slebstrat a été appliquée pour décrire la
dynamique de la croissance microbienne sur le gdhddivers modeles d'inhibition de
substrat, qui découlent de I'équation de Haldank,é&é fréquemment utilisés afin de décrire
la biodégradation du phénol.

Arutchelvan et coll., (2006) [42]ont isolé une souche bactérienne nommBaeillus brevis,
celle-ci a été acclimatée dans un milieu minérabdse contenant le phénol comme seule
source de carbone et d’énergie dans une gammenderdoation variant de 500 a 1750 mg/L.

Les conditions optimales de croissance et de bradégjon du phénol obtenues pour cette
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souche étaient : T = 30°C et pH= 8. lls ont mogigélement que la cinétique de croissance
de cette souche bactérienne était bien corrélékepaodele d’inhibition de Haldane avec une

concentration optimale en phénol de 750 mg/L.

Yoon et coll., (2001) [40pbnt constaté que I'équation de Haldane n'étaitspHisante pour
modéliser la dégradation du phénol, particulierenmour les expériences menées a des
concentrations initiales en phénol élevées, biéellg puisse corréler parfaitement le taux de

croissance spécifique avec les concentrationsliegtien substrat.

Nuhoglu et coll., (2005) [70pnt montré que I'inadéquation du modéle de Halddares un
certain intervalle de concentration en phénol #sbaée au phénomeéne d’inhibition par les
métabolites intermédiaires de dégradation du phe&ioki, Wang et Loh (1999) [73]ont
proposé un modeéle cinétique de dégradation du pligngrend en considération I'effet de
ces meétabolites intermédiaires. lls ont trouvé geemodele peut simuler avec succes les
profils de dégradation de phénol dans toute la games concentrations initiales en phénol
explorée. Ces auteurs sont arrivés a la conclusiorante : I'inhibition du substrat, due a la
présence des métabolites intermédiaires, joue len aucial dans la modélisation de la
dégradation du phénol, en particulier lorsqu’'unrgdagamme de concentrations en phénol est

examinée.

2. Conclusion

Cette revue de la littérature vient confirmer lionfance de l'acclimatation des cultures
bactériennes pour la dégradation des composésutitel que le phénol et la nécessité
d’optimiser les paramétres opératoires pour obtdaimeilleurs rendements d’élimination.
D’autres part, la dégradation bactérienne du phéngarticulier par la souche Pseudomonas
Sp. est largement décrite par le modele d’'inhibitie Haldane. Cependant, celui-ci présente
qguelques imperfections d’autant plus marquées gulange gamme des concentrations en
phénol est examinée. Plusieurs chercheurs onbw@tiiinadaptation du modele de Haldane
avec les résultats expérimentaux a l'inhibitionsdibstrat liée a la formation de métabolites
intermédiaires. Ainsi, de nouveaux modeles onpéd@oseés par plusieurs chercheurs qui ont

apporté des facteurs correctifs au modéle de Haltiés a cette inhibition.
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Tableau 4: Micro-organismes dans la biodégradation des os@p phénoliqud87].

Type de phénol Micro-organisme Références
Phénol Pseudomonas putida Allsop et coll. (1993)
2-chlorophénol Pseudomonas putida Overmeyar and Rehm (1995)
Phénol Pseudomonas sp Bodzek et coll (1996)
Phénol Pseudomonas sp Gotz and Reuss. (1997)
Phénol Pseudomonas flurorescens Torres et coll. (1998)
Phénol Pseudomonas putida Mordocco et coll (1999)
Phénol Pseudomonas putida Loh and Wang (1999)
Phénol Pseudomonas putida Wang and Loh (1999)
Phénol Pseudomonas putida Zumriye and Gultac (1999)
Phénol Pseudomonas pictorium Annadurai et colll (2000)
Phénol Pseudomonas putida DSM 548 Monteiro et coll (2000)
Phénol Pseudomonas sp Gonzalez et call (2001)
Phénol Pseudomonas putida Loh and Jun (2001)
Phénol Pseudomonas putida Petruschka et coll (2001)
Chlorophénol Pseudomonas putida Farighian (2003)
Phénol Pseudomonas putida Hamed et coll (2007)
Phénol Pseudomonas putida MTCC 1194 Arinjay et coll (2004)
Phénol Pseudomonas sp Prpich and Douglis (2005)
Phénol Pseudomonas sp Rodrigo et coll. (2005)
Phénol Bacillus brevis Arutchelvan et coll (2006)
Phénol Pseudomonas flurorescens Sgountzos et coll. (2006)
Phénol Pseudomonas putida CECT 324 Ballesteros et call (2007)
Phénol Pseudomonas putida Feng-Ming et coll. (2007)
Phénol Pseudomonas aer uginosa et pseudomonas pseudomallei | Muhammad et coll. (2007)
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l. Introduction

La présente étude est composée de cinq partiesgaies :

1- Acclimatation des souches d®seudomonas sp. : Ces bactéries sont connues pour leur
utilisation du carbone organique comme source rabe de nutriments et leur résistance aux
concentrations élevées en phénol et ne nécesgitantdes conditions spéciales pour leur

croissance.

2- Détermination des parametres optimaux de croissanceCela se traduit par I'étude de
I'influence des parametres physico-chimiques teiks kg pH, la nature et la concentration de

la source d’azote sur la croissance des bacitriesbiodégradation du phénol.

3- Etude des cinétiques de croissance des bactéraxlimatées et de biodégradation du

phénol pour différentes valeurs de concentrations inisiale

4- Modélisation: Examiner I'application des modéles théoriquesstants (Monod et
Haldane) aux résultats expérimentaux obtenus a&idélerminer le mode de biodégradation

du phénol par la bactérie isolée.
5- Simulation : Confronter le profil des concentrations du phémal cours de la

biodégradation, obtenu expérimentalement au pdgfiierminé a partir du modéle théorique

approprié.
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Il. Matériels et Méthodes

II.1 Les caractéristiques de la souche utilisée43]

La souche utilisée dans notre étude est I'espseedomonas sp. qui nous a été livrée par
Me'® Taguett du laboratoire de biologie des sols ddataulté des sciences biologiques
(USTHB).

Les résultats des examens morphologiques et biogin®s de cette souche sont résumeés dans
le tableau suivant :

Tableau 5 :Résultats des tests morphologiques et biochimidas$seudomonas sp.

Tests Résultats
Examen macroscopique Milieu King A King B
Taille ® = 3mm ® <1mm
Forme convexe convexe
Aspect de surface lisse Lisse
Opacité translucide translucide
Consistance gluante muqueuse
Pigmentation Jaune verdatre bleu Jaune verdatre
Examen microscopique
Coloration de Gram
]
[ (A Gram
- 2 ram
a0
! = =
- ,? i 1
Caractérisation biochimique
Catalase +
Oxydase +
Citrate
+
Utilisation de citrate
ADH
+
Arginine dihydrolase
Glucose (milieu MEVAG) +
Saccharose +
Mannitol -Mobilité Mannitol (+)/mobilité (-)
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[I.2 Acclimatation de la souche bactérienne au phéi

[1.2.1 Préparation d’inoculum

L'inoculum qui a servi a 'ensemencement des caluwgst préparé de la fagcon suivante :

La souche bactérienne a été cultivée dans un eelggmde 250 ml contenant 50 ml de

bouillon nutritif. La suspension bactérienne obtmst incubée a 30°C pendant 24h sur un
agitateur orbital (Wiseshake) a une vitesse dep8fl Apres cette période d’incubation, nous

avons obtenu une biomasse bactérienne importarde. dellules bactériennes ont été

récupérées par centrifugation (Hettich-EBA 20) @Gfpm pendant 20 min et sont remises en

suspension dans le milieu minéral de base stdilRg).

[1.2.2 Composition du milieu MMB [44]

Nous avons utilisé le milieu minéral de base suivan

* NaHPQO,,12 HO 1.6245g/L
* MgSQ, 7THO 0.2000g/L
= KCI 0.2000g/L
= NH,CI 1.3375g/L
= Ky;HPQ, 3H,O 1.0000g/L
= Extrait de levure 0.0200g/L

Le pH du milieu est ajusté a 7.

[1.2.3 Description du protocole expérimental

Le protocole d’acclimatation des bactéries essitlei sur laigure 8. Nous avons réalisé nos
expériences d’acclimatation dans des ErlenmeyersLdaunis de cotons cardés contenant
200 mL de MMB. Ce dernier est ensemencé par 8 rimodulum.

Au départ, les cultures bactériennes ont été @dsvdans un MMB avec 2g/L de glucose qui
constitue un substrat facilement biodégradableldPsuite, les bactéries ont été acclimatées a
des concentrations croissantes en phénol jusgQ'angfL, sachant gu'a chaque augmentation
de la concentration du phénol, nous diminuons a#lglucose et cela pendant une période

de deux semaines.
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Durant cette période, le transfert d’inoculum si fans la phase exponentielle et pour
chaque transferta mesure de la concentration de la biomasse lemtér a été effectuée par
spectrophotométrie a 600 riAb] (tabteau 6).

La concentration résiduelle du phénol a été mespatda méme méthode a une longueur
d’onde de 510 nrj¥6] [47].

Les méthodes analytiques sont citéeammexe I.

Le pourcentage de biodégradation du phénol estriéidans léigure 10.

A la fin de la période d’acclimatation, des échéois sont prélevés afin de repiquer la
suspension bactérienne sur boite de Petri contéaayélose nutritivefigure 9). Les boites
de Petri ont été incubées a 30°C. Apres 24h d’iatab, les colonies bactériennes qui
apparaissent sont celles adaptées a utiliser lagbrgdmme seule source de carbone et
d’énergie. Ces bactéries sont conservées dansulles tontenant un milieu solide (GN)

incliné a une température de 4°C.
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Préparation d’inoculum

Souche
Pseudomonas Sp. Centrifugatiol
50 mL df BN Dilution et suspension
Incubation a 30°C pendant 24h.  4ans le MMB stérile Centrifugatio

B Dilution et suspension

dans le MMB stérile
MMB + 2g/L du glucose !
Incubation a 30 °C

( )

MMB + (glucose et phénol)

\f\ Incubation & 30 °C
f—\ !
|

Incubation a 30°C

pendant 24h :
h Centrifugation € — — — — — — — .. _._._. =

Souche Repiquage sur un Enrichissement sur un MMB avec
Pseudomonas Sp. acclimatée  milieu solide (GN) [Glucose] décroissante et [Phénol] croissante

Repiguage et conservation de la souche Etapes d’acclimatation

Conservationa 4 © o _
Dilution et suspension

dans le MMB stérile

Figure 8 : Protocole expérimental de I'acclimatation ékseudomonas sgu phénol.
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Figure 9 : Souche Pseudomonas sp. acclimatée

Remarque :

» Toutes les opérations ont été effectuées dans ame #térile en utilisant deux becs

bunsen pour éviter toute contamination.

» Toute la verrerie a été stérilisée avant et aptiisation dans l'autoclave (me-OT
012) a 120°C pendant 20 min.

 Des repiquages systématiques sont effectués afimpréserver les cultures de
Pseudomonas.

Tableau 6 :Croissance bactérienne durant la phase d’accliroatat

Expérience (1) :00) suspension mere 0.959 ; MMBavec[glucose]=2000 mg/L
Date Temps (h) DO (600 nm)
0 0,025
16/04/08 2 0,033
4 0,027
22 0,143
17/04/08 24 0,144
26 0,145
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Expérience (2) :00) suspension mere 0.466; MMB avec[glucose]=2000 mg/l [phénol] =10 mg/L

Date Temps (h) DO (600 nm)
0 0,020
17/04/08 2 0,018
4 0,019
22 0,059
18/04/08 24 0,065
26 0,064

Expérience (3) :00) suspension mere 0,305; MMB avec[glucose]=1500 mg/l [phénol] =20 mg/L

Date Temps (h) DO (600 nm)
0 0,012
18/04/08
2 0,019
20 0,060
19/04/08 24 0,069
26 0,074

Expérience (4) :00) suspension mere 0,412; MMB avec[glucose]=1000 mg/l [phénol] =40 mg/L

Date Temps (h) DO (600 nm)
19/04/08 0 0,022
44 0,560
21/04/08 46 0,593
48 0,600

Expérience (5) :00) suspension mere 1,025; MMB avec[glucose]=750 mg/l,[phénol] =80 mg/L

Date Temps (h) DO (600 nm)
0 0,048
21/04/08
2 0,049
44 0,255
23/04/08 46 0,259
48 0,265
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Expérience (6) :00) suspension mere 1,463; MMB avec[glucose]= 500 mg/l,[phénol] =120 mg/L

Date Temps (h) DO (600 nm)
23/04/08 0 0,092
20 0,157
24/04/08 24 0,161
26 0,161

Expérience (7) :00) suspension mere 1,100; MMB avec[glucose]= 250 mg/l,[phénol] =160 mg/L

Date Temps (h) DO (600 nm)
0 0,058
24/04/08
2 0,082
46 0,276
26/04/08 48 0,284

Expérience (8) :00) suspension mere 0,982; MMB avec[glucose]= 100mg/l,[phénol] =200 mg/L

Date Temps (h) DO (600 nm)
26/04/08 0 0,044
44 0,098
28/04/08 46 0,102
48 0,106

Date Temps (h) DO (600 nm)
28/04/08 0 0,037
22 0,119
29/04/08 24 0,128
26 0,148
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Figure 10: Pourcentage de biodégradation du phénol duagptdse d’acclimation
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II.4 Détermination des parametres optimaux de croisance

Pour une concentration initiale en phénol de 50mgus avons étudié linfluence de
certains parametres opératoires tels que le pHhatare et la concentration de la source
d’azote, sur la croissance des bactéries et leégradation du phénol. La température et la
vitesse d’agitation ont été maintenues constaritégades respectivement a 30°C et 80 rpm.
Des cultures d’enrichissement sont réalisées dasm&denmeyers de 500mL munis de cotons
cardeés et contenant 100mL de MMB. L'inoculum setafiensemencement des cultures est
préparé de la méme maniere que précédemment. Rague série d’expérience, nous avons
ensemencé la méme quantité d'inoculum a raisonnile3®mL de MMB. Les cultures ont
été maintenues sous agitation pendant 48h.

[1.4.1 Effet du pH

Pour déterminer le pH optimal de la croissanceRisIdomonas spmous avons examiné la
dégradation du phénol par des cultures bactériemmasispension, pour une concentration en
substrat de 50mg/L pendant 48h dans une gamme derpprise entre 5 et 9.

D’aprés les résultats illustrés sur fegures 13 et 14 nous remarquons qu’une élévation du
pH entraine une augmentation du taux de croissainda pourcentage de biodégradation du
phénol, des valeurs maximales sont atteintes aukogis d'un pH compris entre 7 et 8.
Cependant, pour les valeurs extrémes de pH, latul&tian des enzymes peut avoir lieu, ce
qui explique la diminution de la densité optiquelestfaible pourcentage d’élimination du

phénol.

Pour la suite de notre étude, un pH optimal detQ52 & été adop{d9] [50].
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Figure 13 : Effet du pH sur la croissance eudomonas sp

! [Phénol] = 50 mg/L ; [NHCI] = 1,3375 g/L ; (DO}ysp.mez 0.471 ; T=30°C |
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Figure 14 : Effet du pH sur la biodégradation du Phénol.
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11.4.2 Effet de la source d’azote

L’azote est la deuxieme source de nutrition apgésatbone, indispensable pour la croissance
bactérienne, ainsi nous avons tenté d’examineifuémce de la nature de cette source sur la
croissance de la souclseudomonas spes composés testés sont classiques, a savoir le
nitrate de potassium KNQet le chlorure d’ammonium NI pour une concentration
d’azote 0,35¢g/L. Les autres parameétres sont maisteonstants au cours de I'expérience. Les
résultats obtenus et qui sont illustrés suffisres 15 et 16 montrent clairement que I'azote
issu des deux composeés est assimilé par la baprétiguement de la méme maniére puisque

le taux de croissance ainsi que le pourcentageiatkdgradation du phénol sont quasiment

identiques.

' [Azote] = 0,35¢/L ; [Phénol] = 50 mg/L ; (DQ)sp.mere 0.471 ;T =30 °C :

e e e e e e e e e e e e s et e e e -

0,08

\
4

0,06

0,04

DO(600nm

0,02

NH.CI KNO3

Source d'azote

Figure 15 : Effet de la nature de la source d’azote sur lsssavice diPseudomonas sp
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NH.CI KNO3;

Source d'azote

Figure 16 : Effet de la nature de la source d’azote sur ladgjoaidation du Phénol

[1.4.3 Effet de la concentration d’azote

A la suite de I'étude précédente, nous avons étlesNH,CI comme source d’azote pour la
nutrition de la bactérie et nous avons examinéetefle la concentration d’azote sur les
performances de la biodégradation du phénol. Langambes concentrations étudiées se situe
entre 0,005 et 0,5g/L. Liggure 17 rend compte de I'effet non négligeable de la cotre¢ion
d’azote sur la croissance bactérienne. En effatiginentation de celle-ci de 0,005 a 0,20g/L
conduit a une légere élévation de la densité optefuqui devient trés importante lorsque la
concentration d’azote passe de 0,2 a 0,35g/L. xirman de croissance est obtenu pour une
concentration de 0,35g/L. Au dela de cette conaéintr optimale, une diminution de la
densité optique est constatée. Les résultats diguee 18 corroborent parfaitement ceux
présentés dans fyure 17, le pourcentage de biodégradation du phénol esinmaé pour la

méme concentration optimale d’'azote
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Figure 17 : Effet de la concentration d’azote sur la croissahceseudomonas sp

' [Phénol] =50 mg/L ; (DOysp.mere 0.471; T=30°C
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c
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©
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& 40 -
©
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O
X 0 T T T T

0,005 0,2 0,35 0,4 0,5
Concentration d'azote (g/L)

Figure 18 : Effet de la concentration d’azote sur la biodégtiadadu Phénol
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II.5 Etude de la cinétique de dégradation du phénobpar les bactéries

acclimatées dd°seudomonas sp

11.5.1 Milieu et conditions de culture

Un milieu de culture doit contenir la source deboae, la source d’'azote, les sels minéraux
et les principaux facteurs de croissance nécessaila souche microbienne. Le milieu de
culture MC) utilisé dans cette étude est composé de MMB agéiravec des concentrations
initiales de phénol variant de 50 a 400 mg/L.

Afin de suivre la cinétique de dégradation du phénda croissance détseudomonas spes
cultures d’enrichissement en Batch ont été réaisis des erlenmeyers de 1L munis de
cotons cardés contenant 200mL de milieu de cultGee.dernier est ensemencé par 8mL
d’inoculum.

En parallele des essais similaires, mais sans lab@o sont effectués (tests témoins),
permettant d’évaluer la dégradation abiotique (évaipon, dégradation photochimique...etc.).
Les cultures ont été incubées a 30°C sous unesgidagitation de 80rpm. A des intervalles
de temps bien déterminés, des prélevements seatdk a I'aide des embouts stériles.

Pour un volume donné de milieu de culture, il fadiever un maximum de 10%, ce qui nous
donne dans notre cas un volume de 20 mL pour b tiegs prélevements. Pour cela, 8
prélevements de 2,5mL ont été effectués pour chexpérience. Ce volume sert a mesurer la
densité optique de la suspension bactérienne an6@Qm peut étre convertie en biomasse
séche en se basant sur la courbe d’étalonnageée@miner la concentration du phénol aprés

centrifugation en dosant le surnageant par la oaktld’amino-4-antipyrine.
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Nnhim

DRYING OVEN
NODEL 8316

.5888

. 5888

1. Erlenmeyers de 1 L contenant le milieu de culture

. 2. Agitateur orbital
' 3. Etuve :

Figure 19 : Photographique du dispositif Expérimental
Pour chaque concentration initiale en phénol, 50jt75, 100, 150, 200, 300, 400 mg/L, les

résultats de la cinétiqgue de croissance et du patage de biodégradation sont illustrés sur

les figures suivantes :
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Figure 20 : Cinétique de croissance du Pseudomonas sp. ébdkgbadation du

Phénol a 50 mg/L du phénol
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Figure 21 : Cinétique de croissance du Pseudomonas sp. ebdégradation du

Phénol a 75 mg/L du phénol
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Figure 22 : Cinétique de croissance du Pseudomonas sp. ebdégradation du

Phénol a 100 mg/L du phénol
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Figure 23 : Cinétique de croissance du Pseudomonas sp. ebdégradation du
Phénol a 150 mg/L du phénol
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Figure 24 : Cinétique de croissance du Pseudomonas sp. ebdégradation du

Phénol a 200 mg/L du phénol
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Figure 25 : Cinétique de croissance du Pseudomonas sp. ebdégradation du
Phénol a 300 mg/L du phénol
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Figure 26 : Cinétique de croissance du Pseudomonas sp. ebdégradation du
Phénol a 400 mg/L du phénol

Les figures suivantes regroupent les résultatadenétique de croissance et du pourcentage

de biodégradation pour différentes concentratiaitgies du phénol.

43



Partiell EtudeExpérimentale

150
140 - X
130 -
120 - X
110 -
100 -

Biomasse séche (I
©
o
|
X x

0 1‘ T T T T T T
O 24 48 72 96 120 144 168

Temps (h)

Figure 27: Cinétique de croissance egeudomonas sp
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Figure 28: Cinétique de biodégradation du Phénol par lals®eBseudomonas sp.
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[1.5.2 Interprétation des résultats

Les résultats de ces cinétiques montrent que glasricentration initiale du phénol est élevée
plus le temps nécessaire pour la dégradation caenglephénol est long.

Aux concentrations élevées, nous observons un telmpestence relativement important bien
que l'inoculum employé dans ces expériences aceénate[9]. Le temps de latence a été
observé jusqu'a 66h pour les concentrations 3@M@tmg/L. Hill et Robinson [51]. Ont
conclu que non seulement I'effet inhibiteur de $taispeut étre a l'origine de ce temps de
latence mais également la quantité d’inoculum powifecter la durée de ce temps. Par
conséquent, pour éviter la phase de latence, uaedgrquantité d’'inoculum devra étre
utilisée.

Aprés la phase de latence, nous observons la pleassoissance exponentielle, au cours de
laquelle la vitesse de croissance et de biodégomdatigmente avec la concentration de
substrat jusqu'a un certain seuil. Aux concentnatimitiales en phénol allant de 50 a 200
mg/L, le rendement de biodégradation atteint 10@Wdout de 3 a 6 jours d’incubation.
Tandis que, pour les concentrations élevées, aud#eP00 mg/L, le rendement d’élimination

du phénol varie entre 26 et 17 %, cela est attréibléffet d’'inhibition par excés de substrat.

D’autres part, durant la période d’'incubationd@rg), nous constatons I'absence de la phase
de déclin. Différentes explications ont été fornesl@ar les chercheurs pour expliquer ce

constat, ils attribuent 'absence de la phase d#rda la résistance et a la peu exigence des
pseudomonas dans les milieux appauvris en nutrgr{@ource de carbone ; source d'azote ;

oxygene) [24]. Reardon et coll.,[52]. expliquent la croissance bactérienne apres la
consommation totale du phénol par la formation oegtabolites intermédiaires qui sont

utilisés comme source de nutriment par les bactérie

lll. Détermination des parametres cinétiques de crigzsance

l1l.1 Vitesse spécifique de croissariee]

La vitesse spécifiqgue de croissance est un parameircorrespond a I'augmentation de la
population bactérienne par unité de temps, il égrchiné lors de la phase exponentielle de
croissance. Sa valeur varie selon I'espece bant@iet les conditions de croissance.

Cette grandeur est obtenue a partir de I'équatioraste :

Ln (;j
h= — =2~ (1)

t
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Avec :

X : Concentration en biomasse séche (mg/L)
Xo: Concentration initiale en biomasse séche (mg/L)
t : Temps d’incubation (h)

Pour chaque concentration initiale du phénol, dakeurs de p sont déterminées en mesurant
la pente de la courbe In(X§X= f(t) dans la phase de croissanEg(re 29). Le coefficient

de corrélation de ces droites se situe entre 0.008.

2,50
*50 mg/L  (1=0.0167 H)

2,00 4 =75 mg/l (U= 0.0180 H)
150 / 100mg/L (4= 0.0195 H)
y 150mg/L  (u= 0.0378 H)

1,00 / 200mg/L  (u= 0.0270 H)
A4300mg/L (U= 0.0223 H)

050+
*400mg/lL  (u= 0.0167H)

Ln(X/X0)

0,00 \ ! \ \ !
0 24 48 72 96 120 144

Temps (h)

Figure 29: Détermination de la vitesse spécifique de croissanc
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Sur laFigure 30, Nous avons représenté la vitesse spécifiquealssance en fonction de la
concentration initiale du phénol. Nous remarquomn® da courbe obtenue présente un
maximum d’'une valeur de 0.0378 vers une concentration en phénol de 150 mg/Luet a
dela de celle ci, la vitesse décroit, ce qui peutraduire par un effet d’inhibition di a un
exces de substrat. En efféeffet inhibiteur par le phénol pour I'espece pdemonas a été
rapporté par plusieurs chercheurs. En particukemar et coll.,[48], Monteiro et coll.,[59]

ont étudié la biodégradation du phénol par la seygseudomonas putida dans des cultures en
batch dont la gamme de concentration se situe éftret 1000mg/L. lls ont trouvé que le
taux de croissance spécifique augmente avec I'autghan de la concentration en phénol

jusqu’ a une certaine valeur seuil (100mg/L) pinsimue pour les concentrations €levées.

0,0400
0,0350 -
0,0300 -
0,0250 -

0,0200 -

H(h™)

0,0150 -
0,0100 -

0,0050 -

0,0000

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Concentration initiale du pnénol (mg/L)

Figure 30 : Influence de la concentration du phénol sur lasgespécifique de croissance

[11.2 Temps de doublemerite]
Le temps de doublement correspond au temps néeegsair qu’'une population de cellules

double en nombre, il est donné par I'expressionasue :

t =Ln_2 (2)

"o

Les valeurs du temps de doublement obtenues susttées dans le tableau suivant :
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Tableau 7: Temps de doublement en fonction de la concentratitinle en phénol.

Concentration du phénol (mg/L) Temps de doublementh)
50 42
75 39
100 36
150 18
200 26
300 31
400 42

D’apreés les résultats consignés dans ce tableiusttés dans ldigure 31, nous remarquons
qgue le temps de doublement des bactéries diminee lavconcentration du phénol. Pour la
concentration de 150 mg/L, pour laquelle la vitedsecroissance trouvée est maximale, le
temps de doublement de population est minimal (18hb)dela de cette concentration, le
doublement de population augmente et devient pard. [En effet, pour les faibles
concentrations en substrat (phénol), la croissdraxérienne est faible et au-dela de la
concentration optimale, le phénoméne d’inhibitipar exces de substrat freine la croissance

bactérienne et donc le temps de doublement devigrdrtant.

e Té r;pé ge 7d07ut3Iei mé nit—;—iv{teissieispié aﬁdug (;Ieic fo igs :slr@e
__ 45 0,0400
=
= 40 7 + 0,0350

o 357 -+~ 0,0300

5 30
ol - 0,0250 __
> 251 "
S 10,0200 =
o 20 1 3
-5: 15 - 0,0150

g_ 10 - - 0,0100
L 54 -+ 0,0050

0 ‘ ‘ ‘ ‘ 0,0000
0 100 200 300 400 500
Concentration initiale en phénol (mg/L)

Figure 31: Influence de la concentration du phénol sur hepe de doublement
d’'une population bactérienne etifasse spécifique de croissance
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[11.3 Coefficient de rendement en biomags4

Le rapport entre la quantité de biomasse produita guantité du substrat consommée est

mesuré par un coefficient connu sous le nom deficaft de rendement en biomasse noté

par Yys, durant la phase exponentielle.

Xi—X

Yxis= AL (3)
S-S

Avec :

Xo: Concentration initiale en biomasse séche (mg/L)

Xt : Concentration finale en biomasse séche (mg/L)

S - Concentration initiale en substrat (mg/L)

S : Concentration finale en substrat (mg/L)

Le rendement est un indice de l'efficacité de cosiga des éléments nutritif en matériel
cellulaire et dépend de :

» Divers parametres physiques de culture.

» Degré de polymérisation de substrat.

* Voies métaboliques.

» Vitesse spécifique de croissance.

» Etat d'oxydation de la source de carbone et desedlts nutritifs.

Si on trace (%xXp) en fonction de (8S), on obtient bien une droite de pente égale

rendement comme le montrefigure 32.

250

pmmm
o Y =1,2329 X
2 2009 ! R=09204
§ ...................
\>:</ 150 4
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=
B 100 -
8
g >
(7]
o 50 -
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s}
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Phénol consommeé (S0-S) mg/L

Figure 32 : Evolution de la quantité de biomasse produite ectfon de la quantité de
phénol consommeé
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D’aprés les résultats représentés dans la figuaessus, on constate que la quantité de
biomasse produite est proportionnelle a la quadiitéubstrat consommeée. Ceci rend compte
de la bonne assimilation du substrat (phénol) parhbactéries. La valeur du coefficient de

rendement trouvée est de 1,23. Ce résultat a gtérdévé paBor -Yann et coll. [53].

l11.4 Vitesse de biodégradatigsir]

A partir de la vitesse spécifique de croissancdeetendement en biomasse, on peut

déterminer la vitesse de biodégradation du sub&tpatrtir de I'équation suivante :

_ X
YX/S

V

4

Avec :

X . Concentration en biomasse seche (mg/L)

U : Vitesse spécifique de croissanc@) (h

Y xs : Rendement en biomasse (mg de biomasse pradgit# phénol consommeé)

Pour X = X, la vitesse initiale de biodégradation ast représentée dansfigure 33 pour

chague concentration initiale du phénol.

0,60
0,50
0,40

0,30

(mg/L. h)

0,20 ~

0,10

Vitesse initiale de biodégradatic

0,00 T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Concentration initiale en phénol (mg/L)

Figure 33 : Variation de la vitesse initiale de biodégradatiornphénol en fonction de
la concentration initiale.
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La courbe de ldigure 33 montre que la vitesse initiale de biodégradatiorpbénol par les
Pseudomonas sp. augmente avec la concentraticadardfu phénol et atteint un maximum
pour une concentration de 150mg/L pour laquellesitesse spécifique de croissance est
importante. An dela de cette concentration, uneafién de la concentration en phénol
entraine une diminution de la vitesse initiale delégradation. Ceci peut s’expliquer par le

phénomene d’inhibition par excés de substrat.

IV. Modéles mathématiques([55]

Modéliser un processus consiste a établir des ieqsatnathématiques qui représentent a tout
instant, avec une certaine approximation, le cotepoent réel du systeme. Dans le cas du
processus de dégradation bactérienne du subsluateyrs modéles ont été proposés pour
décrire ce comportement, les plus classiques aiduréquemment utilisés dans la littérature

sont les modeéles de Monod et Haldane.

1. Modele de MONOD

Le modele de Monod (Monod, 1949) est basé sur &&ga de Michaelis et Menten de
dégradation de substrat par des enz\®@ps
L’équation de la cinétique non-inhibitrice de Monest comme suit :

p‘max S
u= ©)
K+S
Avec :
Mmax : Vitesse spécifique maximale de croissance (i)
S : Concentration en substrat (mg/L)
Ks : Constante de saturation (appelée égalemeastamae de Michaelis) (mg/L).

Comme la croissance cellulaire repose sur un gnantbre de réaction enzymatique, donc on
peut dire que la constante de Mon®ds) mesure I'affinité de I'enzyme pour le substrat qui

est d’autant plus grande que la valeur de cettstaaote est faiblgs1].
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2. Modele de HALDANE
2.1 Principe et équation du modele

Le modele de Haldane (Haldane, 1930), a l'orignop@sé pour décrire I'effet de l'inhibition
compétitive de substrat d'une réaction enzymatiguté adopté pour décrire linhibition de
la croissance microbienne (Andrews.J.F., 1968).

L’équation de la cinétique inhibitrice de Haldarexprime comme suit :

umax S
— o
KS+S+EL

K

M= (6)

Avec :
K, : Constante d’inhibition (mg/L)

L’analyse qualitative des résultats expérimentaoxrriit un cadre sur le quel un modele

mathématique approprié est établi.

* Premierement, le phénol peut étre utilisé par EuBomonas sp. comme seule source
de carbone et d’énergie.
» Deuxiémement ; la croissance cellulaire sur le phémontre des effets d’inhibition

aux concentrations élevées en substrat, supériaurs8 mg/L.

Pour représenter la cinétique de croissance degpas®a inhibiteurs, plusieurs modeéles
cinétiques ont été proposés et qui sont regroupiés léTableau 8.
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Tableau 8 :Modeles d’inhibition du substr@h5].
Référence Modeéle
— l'l max
dane (1930) a S?
Ha K _+S+
K |
S
S|1+| —
ws(1e(2]
Webb (1963) M= 57
S+ K _+
( ) ( K | j]
: Ml S
Aiba et al M=
(1968) S+K_+ g (1+Sj
* K, K
Yano et al. exp(K)
H=H. S~y
(1969) (s+K.)
— umax
Yang et K= 2
H gh 1- %[5
umphre - | —
PeY s |k,
(1975)

Parmi ces modéles, le modéle de Haldane décritégedcment, a été

simplicité mathématique et son application largesda littérature.

2.2 Détermination des constantes du modéle de dakl

La détermination des constantes du modele s’efeptr une estimation non linéaire basée
sur la technique des moindres carrée itérativetibgamt la méthode de Levenberg-Marquardt
a l'aide du logicielStatistica 6.0 [74]. Cependant, pour appliquer cette méthode, il faut
introduire des valeurs de ces constantes que leidbgonsidérera comme valeurs initiales

dans la régression. Ainsi, une méthode approxirmativeté appliquée pour accéder a ces

valeurs.

Pour les concentrations élevées en substrat (S>B&g)ation(6) peut étresimplifiée :
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p=to ©
1+
K

Apres la linéarisation de I'équation (7), on obtitéquation suivante :

=y > @)

1
“’ “’max K | umax

Le tracé de la courbe 1/p en fonction de la comagan initiale en substrat (phénol) dans la
zone d’inhibition (concentration en phénol commsisatre 200 et 400mg/L) donne une droite

de pente (1/Kumax €t d’ordonnée a l'origine 1/4x

70 .............................
60 | Y = 0,1142 X + 12,989 ;

R?=0, 9677 !

50 :
40 -
30
20
10 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ! ‘ ‘
0O 50 100 150 200 250 300 350 400 450

1u (h)

Concentration initiale en phénol (mg/L)

Figure 34: Linéarisation de I'’équation de Haldane
On obtient les valeurs suivantes :

Hmax = 0,077 H
K, = 114 mg/L

La vitesse spécifigue maximale (u*) peut étre déteée a partir de la premiere dérivée de

I’équation(6), ce qui conduit a I'équatio®) :
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pO— e ©)

142"
K,

La concentration en substrat pour laquelle la sdespécifique de croissance est maximale
(S*) est égal a 150 mg/L.

La valeur de la constante de saturation Ks estl&da partir de I'expression suivante :

S'=KK, 10)

D'ou :

S

On obtient :
Ks= 198 mg/L.

L’analyse par estimation non linéaire a permis dlégr les valeurs des constantes du modele
de Haldane. Les valeurs obtenues sont :

Hmax = 0,114 A

Ks = 288,97 mg/L

K, = 97,88 mg/L

Apres substitution des ces valeurs dans I'équd6pde la vitesse de croissance, on obtient :

0114S
= d2)

SZ
28897+S+
9788
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2.3 Interprétation des résultats

La comparaison des valeurs de ces constantes quigétiavec celles rapportées dans la
littérature est illustrée dansti#bleau 9.

A l'observation des données thbleau 9 on remarque que les valeurs du taux de croissance
spécifigue maximunumax €t du coefficient d'inhibition de substrat $ont dans la gamme des
valeurs trouvées pour le systeme (phénol / PseudashcCependant, la valeur du coefficient
de saturation de substrat 8btenue dans notre étude est supérieure a cebbepiées dans la
littérature. Ce qui se traduit par une valeur éedu rapport Ks/Ki = 2.95.

D’aprésAlper et coll., [42]. L’équation(9) montre que le degré d’inhibition est déterminé par
le rapport Ks/Ki et non par la valeur de Ki selt®. effet, plus ce rapport est grand, plus la
vitesse spécifique maximalé sera faible relativement a., ainsi le degré d’inhibition sera

important[70].

Comparativement aux valeurs rapportées dans &ditire {ableau 9, la valeur du degré
d’inhibition trouvée dans notre étude est plus ingrate (2.95). Cette variabilité peut étre due

soit aux divers facteurs tels qug’i] [72].

La quantité d'inoculum.
La composition du MMB.
Les espéces microbiennes prédominantes.

Les différents facteurs environnementaux.

Soit a la concentration en phénol utilisée poudimeater la bactérie. En effet, la souche

Pseudomonas sp. a été acclimatée a une concemti@dio200mg/L dans notre étude,

cependant dans la plus part des travaux de redsmlbliés, la concentration en phénol est
de l'ordre de 1 a 2g/L.
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Tableau 12: Comparaison des paramétres cinétiques de cnaisghéterminés par plusieurs chercheurs.

Souche utilisée Systéeme Gamme de Modele de Haldane Autres parameétres Réf.
Concentration (mg/L) bnax(h)  Ks(mg/L)  Ki(mg/L) T (°C) pH
Pseudomonas Sp. Batch 50 - 400 0,114 288.97 97.88 30 7,50.2  Présente Etude
Pseudomonas Sp. Batch - 0,270 56,70 249,08 30 - [61]
Pseudomonas Sp. Batch 0-170 0,325 8,20 170,00 21 6,7 [66]
Pseudomonas putida F1. Batch 50 0,051 18,00 430 30 7 [67]
Pseudomonas putida Batch -10@00 0,060 119 800 30 - [68]
Pseudomonas fluorescent. Batch — 200 0,074+0.002  1,019+0,811350£35 25 - [69]
Pseudomonas putida Q5.  Batch <200 0,119 5,27 377 10 6,7 [71]
Pseudomonas putida Batch 50 4 0,245 0,129 12,6 30 7 [47]
(CCRC 14365)
Pseudomonas putida Batch <200 0,388 1,06 903 30 6,5-6,8 [72]
(ATCC 17484)
Pseudomonas putida Batch 10 - 100 0,436 6,19 54,1 26 6,8-6,3 [62]
(DSM 548)
Culture mixte Batch - 0,143 87,45 107,06 25 - [74]
Culture mixte Batch - 0,190 75 449 25 - [75]
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2.4 Comparaison des résultats expérimentaux avecxaiu modele

La confrontation des résultats expérimentaux aweex cobtenus a partir du modéle de
Haldane est représentée dangare 33.

0,040
0,035
0,030~

~ 0,025~

£ 0,020
=+ 0,015~
0,010
0,005 -
0,000

0O 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Concentration initiale du phénol (mg/L)

Figure 33: Evolution de la vitesse spécifique de croissatec souch®seudomonas sp. avec

La concentration initiale du phénol.

Comme il est montré dans figure 33, le modele de Haldane décrit d’'une maniere plus ou
moins satisfaisante les données expérimentaleslilatesvalle de concentrations en phénol
étudié. En effet, nous observons un écart importarite les valeurs expérimentales et
calculées au voisinage immédiat de la concentraiophénol de 150mg/L pour laquelle la
vitesse de croissance est optimale. A cette coratant, la valeur de la vitesse spécifique
estimée par le modéle de Haldang.x 0,026 i) est inférieure a la valeur maximale réelle
(0,0378H"). Ce résultat a été obtenu par d’autres cherclaues une intensité plus faif24]
[27] [62]. En dehors de cet intervalle, le modele décritveoablement les résultats
expérimentaux.

Pour pouvoir estimer la vitesse de croissance figéeidans cet intervalle de concentration,
plusieurs auteurs ont proposé d’introduire danguiéion de Haldane un parametre correctif
qui prend en considération l'effet d’inhibition p#&s meétabolites intermédiaires de la
dégradation de phén@3] [37] [70].
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V. Validation du modéle

En utilisant le modéle établi, les profils de camcation peuvent étre déterminés pour
différentes concentrations initiales en phénol.

Cette cinétiqgue de dégradation est estimée paédalution de I'équatiorf13) couplée a

I’équation(6) comme suit [76]

_ds_ X )
at v, . 13)
D'ou :
dsS S
a:_(:l(maxj < [x ”
XIS KS+S+K7

Sachant qu’il 'y a pade lyse de bactéries (absence de la phase de)dé&éguation de la
cinétique de croissance de biomasse dans ungeeh batch peut étre exprimée comme :

dX d
a :_Yx /S[Ej (15)

L’intégration de I'’équation (15) donne :
X=Y, /S(Sb _S) +X, (16)

En Substituant I'expression de X de I'équatib@)(dans I'équation (14), on obtient :

E:_umax S[Yx/s (SO _S)+XO]
dt v, K +S+S; (17)
L ) Kl .

La résolution numérique de cette équation a étécefée en proposant un programme en

langage Fortran powerstation 4.0 qui est présemeéssous :
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program Profil

real s, sO,a,b,t,dt,eps,amu,aki,aks,y,x0
open(2,file="result.dat’,status="unknown’)
amu=0.077

aks=198

aki=114
y=1.23
x0=18.41

print*,'sO="

read*,sO

print*,'dt='

read*,dt

print*,'eps="
read*,eps

S0=50

TMAX=100

a=s0

b=0.01

t=0

s=s0

print*,t,sO
write(2,*)t,s0

t=dt

do t=dt,tmax,dt

do while (t.LE.TMAX)
T=t+dt

niter=0

niter=niter+1
s=(a+b)/2

fa=((aki*aks+aki*(s0+x0/y)+(s0+x0/y)**2)/(aki*(s0%0/y)))*
+alog((y*(s0-a)+x0)/x0)+(aks/(s0+x0/y))*alog(sO/dyaki)*

+(s0-a)-amu*t

fb=((aki*aks+aki*(s0+x0/y)+(s0+x0/y)**2)/(aki*(sOx0/y)))*
+alog((y*(s0-b)+x0)/x0)+(aks/(s0+x0/y))*alog(sQ/El/aki)*

+(s0-b)-amu*t

f=((aki*aks+aki*(s0+x0/y)+(s0+x0/y)**20aki*(s0+x0/y)))*
+alog((y*(s0-s)+x0)/x0)+(aks/(sO+x0/y))dg(s0/s)-(1/aki)*

+(s0-s)-amu*t
if((fa*f).It.0)b=s
if((fb*f).It.0)a=s
if(f.Gt.eps)GOTO 1
sO=s

a=s0

b=0.01
print*,t,s
write(2,*)t,s
enddo

end.
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Les résultats obtenus sont illustrés suffigagres 34 a 40.

Concentration du phénol
(mg/L)

0 24 48 72 96 120 144 168 192
Temps (h)

Figure 34 : Profil de concentrations du phénol pour une comaénh initiale de 50mg/L.

Concetration du phénol
(mg/L)

A
0 T T T #

0 24 48 72 96 120 144 168 192
Temps (h)

Figure 35 : Profil de concentrations du phénol pour une comaénh initiale de 75mg/L.
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- - - -

Concentration du phénol
(mg/L)

O I I I I - I I I

0 24 48 72 96 120 144 168 192
Temps (h)

Figure 36 : Profil de concentrations du phénol pour une conmaénnh initiale de 1000mg/L.

Concentration du phénol
(mg/L)

O I I I I I A I I I

0 24 48 72 96 120 144 168 192
Temps (h)

Figure 37 : Profil de concentrations du phénol pour une comaénnh initiale de 150mg/L.
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. & Expérience  —— Modéle de Haldane |
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Figure 39 : Profil de concentrations du phénol pour une comagéioh initiale de 200mg/L.

Concentration du phénol
(mg/L)

0 I I I I I I I I

0 24 48 72 96 120 144 168 192
Temps (h)

Figure 40 : Profil de concentrations du phénol pour une comagéioh initiale de 300mg/L.

63



Partiell EtudeExpérimentale

Concentration du phénol
(mg/L)

O I I I I I I I I

0 24 48 72 96 120 144 168 192
Temps (h)

Figure 41 : Profil de concentrations du phénol pour une comatioh initiale de 400mg/L.

D’aprés les résultats des profils de concentrattanhénol au cours du temps, on constate
que les profils établis a partir de I'expériencecetix obtenus a partir du modéle sont
quasiment semblables pour les concentrations lgstian phénol inférieures a 300mg/L. A
partir de cette concentration, on observe un égartest d’autant plus important que la
concentration en phénol est élevee. On peut exgliquet écart par la formation de
métabolites intermédiaires de la dégradation dun@hgui peuvent inhiber l'activité des
enzymes. L'effet de ces métabolites n'étant pas en compte dans le modéle ce qui se
traduit par un profil de concentration ayant ymeate plus importante que celle du profil
obtenu expérimentalement.

En outre, pour les concentrations élevées il estssaire de modifier 'équation du modele de
facon a prendre en compte qu’aprés un certain telmpsétabolisme de croissance s’arréte et
il est remplacé par un métabolisme de maintien @onsant moins de substrat et conduisant

a une vitesse de dégradation assez ffifig
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La présente étude avait pour objectif principabiedégradation du phénol contenu dans une
solution aqueuse par une bactérie pure appartenaggnre Pseudomonas.

Dans un premier temps, nous avons acclimatée la&hsolPseudomonas Sp., a des
concentrations croissantes en phénol (10 - 200n@dite souche pure a prouvé sa capacité

d’utiliser le phénol comme seule source de carlsdrkEenergie.

L'étude d’optimisation des paramétres opératoiretéaréalisée pour une concentration en
phénol de 50mg/L, la température et la vitessei@dfgn ont été maintenues constantes
respectivement a 30°C et 80 tr/min. Les résultaterus ont révélé un pH optimal de 7,5 +

0.2 et une source d'azote sous forme de®l une concentration en azote de 0,35g/L.

Dans ces conditions optimales, une étude cinétiguété entreprise pour différentes
concentrations initiales en phénol : 50 a 400mgAs résultats expérimentaux obtenus font
apparaitre d’excellents rendements d’éliminationptiénol qui ont atteint 100% selon la
concentration initiale du substrat. A partir de a@ésultats expérimentaux, nous avons
déterminé les parametres de ces deux cinétiquagadr s la vitesse spécifique de croissance
et de biodégradation, le temps de doublement ebééficient de rendement en biomasse. Il
s'est avéré que la vitesse de croissance des tescest maximale (0.0378et le temps de

doublement des bactéries est minimal (18h) poaraamcentration en phénol de 150mg/L.

D’autres part, on a constaté que la quantité den&sse produite est proportionnelle a la
guantité du substrat consommée. Ceci rend comptéa donne assimilation du substrat
(phénol) par les bactéries. La valeur du coeffictmrendement trouvée est de 1,23.

Par alilleurs, le phénoméne d’inhibition par excés slibstrat a été observé pour des
concentrations supérieures a 150mg/L. Une vitesee ctbissance et un taux de

biodégradation optimaux ont été obtenus pour cetteentration.

Le modéle de Haldane a été adopté pour décrirelddion entre la vitesse spécifique de
croissance | et la concentration initiale en sab&§t Les constantes cinétiques déterminées a
partir du modéle sontna= 0114 K, Ks = 288.97 mg.I, Ki = 97.88mg.L%. Le modéle de
Haldane décrit d'une maniere plus ou moins satiafdae les données expérimentales dans les

intervalles de concentrations en phénol explorépe@dant, on a observé un écart entre les
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valeurs expérimentales et calculées au voisinageéutmt de la concentration en phénol de
150mg/L pour laquelle la vitesse de croissanceptinale. A cette concentration, la valeur
de la vitesse spécifique estimée par le modélealgdre (phax= 0.026 i) est inférieure & la
valeur maximale réelle (0.0378h Cette inadéquation du modeéle peut étre attripdépres
plusieurs chercheurs, a I'effet d’'inhibition pas lmétabolites intermédiaires de la dégradation
de phénol.

Les résultats de la simulation des profils des eotrations du phénol au cours de la
biodégradation ont montré que le modele choisiidéonvenablement le phénomene de
biodégradation du phénol par la souche bactériaaomdimatée pour des concentrations
initiales inférieures a 300mg/L. Par consequentmiedele pourra étre exploité pour la
prévision des données de biodégradation, I'optitisisaet pour la conception d’un procédé de

biotraitement.

Pour conclure, cette présente étude, a traversrdssltats obtenus, montre que la
biodégradation du phénol par la souche bactérieee®imatée est une technique de
dépollution efficace, écologique et économique. Pesspectives de ce travail de recherche
sont nombreuses et qui consistent a approfondind& par la réalisation d’autres essais

expérimentaux dans I'objectif :

% de confirmer la voie métabolique de biodégradadiomphénol par la souche pseudomonas
Sp.,

% d'améliorer le modéle de Haldane en introduisarg garameétres supplémentaires qui
vont tenir compte de leffet d’inhibition par les étabolites intermédiaires de la
dégradation de phénol.

% d'utiliser des cellules immobilisées comme solutienvisageable pour limiter I'effet
d’inhibition par le substrat et également pour &ptrder le procédé a I'échelle continue.

% de réaliser une étude technico-économique du péogédiépollution.
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Annexe |

Méthodes analytiques

.1 Mesure de la biomasse bactérienne

Durant la croissance bactérienne en culture disuomt « Batch », ou les conditions
opératoires sont variables au cours du temps,reiffés méthodes sont utilisées pour suivre

cette croissance.

Détermination de la concentration en biomasse

Cette méthode consiste a déterminer le poids dut balctérien aprés centrifugation a 5000
rom pendant 20min et séchage a 105°C jusqu’a abredtune masse constante (biomasse

séche). Le mode opératoire suivi pour déterminge tBgomasse est le suivant :

1. Préparation de la suspension mere

Nous avons prélevé un fragment de colonie sur bd#e Petri contenant la souche
Pseudomonas sp. Ce dernier est dilué dans un tube contenant Smlbalillon nutritif et
homogénéisé au vortex (Vortex Genie 2). La suspansactérienne obtenue est incubée a
30°C pendant 24h sur un agitateur orbital a uressé de 80 rpm. L’inoculum est ensemenceé
dans un erlen de 500 mL contenant 100 mL de baouilldritif et incubé a 30°C pendant 48h
d’agitation.

La biomasse bactérienne obtenue est centrifugée dmtubes stériles a 5000 rpm pendant
20 min .Le surnageant est éliminé et une solutadine (0,9% NaCl) est ajoutée au culot. On
agite au vortex et les tubes sont centrifugés &eamu On répéte une fois de plus la méme
opération puis on ajoute le MMB stérile afin dicupérer le culot composé de bactéries.
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2. Mesure de la densité optique

Un volume de 4mL est prélevé de la suspension meaue mesurer sa densité optique a une
longueur d’onde de 600 nm. Il a été montré quedasilé de cette suspension doit étre
inférieure a 0.8 pour que la loi de Beer-Lambeit \wérifiée.

3. Mesure de la biomasse seche

Un volume de 10 mL de culture est mis dans unentbdralance (Sartorius) a une
température de 105°C afin d’obtenir la biomassaeséc

4. Dilution de la suspension mére

Une courbe d’étalonnage (densité optique - biomasshke) a été établ{€igure 1.1). Pour
cela, plusieurs dilutions de la suspension meré effectuées pour lesquelles des mesures de

la densité optique et de la biomasse séche on¢&liéées.

600

1§ Y=92045x i
>00 ! R*=0,9616 !
400 Lol e
300 -

200 ~ °

Biomasse séche (mg/L)

100 °

0 w \ ‘
0 0,2 0,4 0,6 0,8

Densité optique (600 nm)

Figure 1.1 : Courbe d’étalonnage de la biomasse seche en farutida densité optique

1.2. Analyse du phénol

La concentration résiduelle en phénol est déterenip@ spectrophotométrie UV-Visible
(Optizen 2120UV) a une longueur d’onde de 510 nm.

Nous avons suivi la méthodologie citée ci-dessous :
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Principe

Le phénol donne avec I'amino-4-antipyrine en milgcalin et en présence de ferricyanure de

potassium, une coloration marron rougeatre suddepdiun dosage colorimétrique.

Réactifs

1. Solution d’amino-4-antipyrine 2%.
2. Solution de ferricyanure de potassiur@%a.
3. Solution tampon g®H=10 (dissoudre 6.76g de NBI dans 57.2 mL de NiDH, et

compléter a 100 mL avec de I'eau déminéralisée)

Mode opératoire
Pour une prise d’essai de 100 mL d’eau a analyser :

< Ajouter 2 mL de solution tampon ;

< Ajouter 2 mL de solution d’amino-4-antipyringjit@r immédiatement ;
< Ajouter 2 mL de solution ferricyanure de potassiagfifer ;

< Laisser la coloration se développer pendant 15;min

< Faire la lecture de la densité optique a 510 nispagtrophotometre.

Remarque :
Cette méthode est utilisée pour des mesures desmations en phénol n’excédant pas
10mg/L

Courbe d’étalonnage

La gamme des concentrations des étalons utilisas Ipdracé de la courbe d’étalonnage se
situe entre 1-10 mg/L de phénol. On fait passegebasolution au spectrophotométre a 510

nm et on lit 'absorbance. Les résultats sontiifftsdans le tableau suivant :
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Tableau 1.1 : Evolution de la densité optique des solutions étkn fonction de la

concentration en phénol

[Phénol]
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(mg/L)
DO
0 0,115| 0,232 0,342 0,467 0,568 0,476 0,y93 09050171 1,135
(510 nm)

L’allure de la courbe d’étalonnage (concentrationptiénol —densité optique) est représentée
par laFigure 1.2.
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Figure 1.2 : Courbe d’étalonnage du phénol
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Annexe |

Tableau 1.1 : Evolution de la biomasse séche en fonction deha@atration en phénol

50 mg/L
Temps (h) 0 20 41 48 66 72 94 98
Biomasse

18,41 32,22 41,42 59,83 65,36 81,92 84,68 82|84
séche (mg/L)
75 mg/L
Temps (h) 0 20 41 48 66 72 94 98
Biomasse
. 18,41 | 46,94 53,39 57,99 68,11 88,36 138,99 128,86
séche (mg/L)
100 mg/L
Temps (h) 0 20 48 66 72 94 116 120
Biomasse
. 18,41 20,25 35,90 46,94 52,4(7 87,44 123,34 114,14
séche (mg/L)
150 mg/L
Temps (h) 0 20 48 66 72 94 116 130
Biomasse

18,41 16,57 44.18 92,97 106,77 13254 171,20 22B.,27
seche (mg/L)
200 mg/L
Temps (h) 0 48 66 72 90 94 116 138
Biomasse

18,41 47,86 03,89 122,42 149,11 184)09 209,86 24418
séche (mg/L)
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300 mg/L
Temps (h) 0 48 66 72 90 94 116 138
Biomasse

18,41 | 16,57 19,33] 24,85 50,6 55,23 90,20 102,17
séche (mg/L)
400 mg/L
Temps (h) 0 48 66 72 90 94 116 138
Biomasse

18,41 | 16,57 17,49 36,82 49,70 57,07 76,40 92197
seche (mg/L)

Tableau 11.2 : Pourcentage de biodégradation du phénol
50 mg/L
Temps (h) 0 20 41 48 66 72 94 98
Ct (mg/L) 50 48,94 | 48,06 47,4 48,0( 46,96 46,52 44,3
Cs(mg/L) 50 45,86 | 44,53 11,46 3,53 1,54 0,2p 0

%
_ _ 0 6,16 7,06 71,88 89,06 90,84 92,6 92|6
Biodégradation
75 mg/L
Temps (h) 0 20 41 48 66 72 94 98
Cr (mg/L) 75 73,19 72,75 72,75 74,7 73,41 73,19 73|41
Cs(mg/L) 75 66,14 | 59,96/ 53,79 24,6 17,42 3,3 2,20
%

o _ 0 9,40 17,05| 25,28 66,73 74,66 93,18 94[94
Biodégradation
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100 mg/L
Temps (h) 0 20 48 66 72 94 116 120
Cr (mg/L) 100 | 104,28/ 102,071 100,97 109,85 107|58 107,60 407,1
Cs(mg/L) 100 | 100,97, 87,52 77,82 71,66 41,23 9,92 o,pa
%
. _ 0 3,31 14,55 23,15 37,70 66,36 97,68 140
Biodégradation
150 mg/L
Temps (h) 0 20 48 66 72 94 116 138
Cr (mg/L) 150 | 148,37 148,15 148,15 146,88 14969 148,37 349,0
Cs(mg/L) 150 | 147,93] 134,48 97,44 9458 7584 59,08 0)66
%
_ _ 0 0,29 9,11 33,800 34,54 49,24 59,52 9891
Biodégradation
200 mg/L
Temps (h) 0 48 66 72 90 94 116 138
Cr (mg/L) 200 | 197,31 192,90 191,58 189,59 189(37 188,93 988,4
Cs(mg/L) 200 | 162,70 148,59 144,40 108,69 102{29 44|75 1}76
%
_ _ 0 17,31 | 22,16| 2359 4045 4354 72,09 93|36
Biodégradation
300 mg/L
Temps (h) 0 48 66 72 90 94 116 138
Cr (mgll) 300 | 299,82 295,41 282,86 279,54 275[79 276,46 Z75,5
Cs(mg/l) 300 | 287,48 274,47 260,15 255,29 241|62 227,73 1I95,7
%
. _ 0 4,12 6,98 7,57 8,08 11,39 16,24  26,p0
Biodégradation
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400 mg/L

Temps (h) 0 48 66 72 90 94 116] 138

Cr (mg/L) 400 | 397,00f 397,00 396,40 393,15 385{16 379,41 87,5

Cs(mg/L) 400 | 383,82 382,00 381,15 37500 35295 336,42 305,1

%

. _ 0 3,30 3,75 3,81 4,54 8,05 10,75 17,6
Biodégradation

Le pourcentage de biodégradation du phénol estrdét@ en tenant compte des pertes
abiotiques obtenues a partir des tests témoirmn $équation suivante :

%biodégradton = %* 100
0

Avec :

Ct : Concentration du phénol dans le témain. (mg/L)
Cs : Concentration du phénol dans I'’échantillon.  (og/
Co : Concentration initiale du phénol (mg/L)



