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Résumé

Les phtalates et le chrome font partie des substances toxiques persistantes par leur
utilisation de plus en plus importante, ces composes sont présents dans tous les compartiments
del’environnement ou ils sont rejetés par les activités humaines.

Leur toxicité se traduit par des effets cancérogenes, tératogénes et des perturbations
endocriniennes. Leur usage étant largement répandu, il est nécessaire de parvenir a une
meilleure connaissance de leurs mécanismes de diffusion et de leur devenir dans notre
environnement.

L’ objectif de notre travail était en premier lieu, |’ adaptation de nos souches bactériennes
aux polluants, puis tester leur capacité de dégradation dans un sol pollué artificiellement.

Nous avons procédé a une extraction des phtalates (DnOP) a |’ aide du dichlorométhane,
puis asapesée. Ledosage du Cr VI a étéréalise par le 1,5-diphénylecarbazide.

Différents paramétres comme le pH, le type de I'inoculum et la présence de la flore
indigéne, ainsi que le Cr VI, ont été éudiés afin de déterminer leur impact sur le taux de
dégradation du DnOP et le taux de réduction du Cr V1. Enfin, nous avons effectué un suivi de
I” activité enzymatique dans les échantillons de sol afin de connaitre I’ effet de ces polluants sur
I activité microbienne.

Les résultats obtenus montrent que Saureus ATCC43300 présente un meilleur taux de
dégradation du DnOP et de réduction du Cr VI. Nous avons constaté que la flore indigene
présente un impact sur la dégradation du DnOP et sur laréduction du Cr V1.

Concernant |’ activité enzymatique (catalase), notre éude montre que le DnOP, n’ avait
pas d'influence considérable sur I’ activité microbienne pendant la période d'incubation des
échantillons.

Motsclés: DnOP, Cr VI, activité enzymatique, flore indigene, Saureus ATCC43300, pH.



Abstract

Phthalates and chromium are a persistent toxic substances which the use is more and
more important, these compounds are present in al compartments of the environment where
they are rejected by human activities.

Their toxicity results in carcinogenic, teratogenic and endocrine disruption. Since their
use is widespread, it is necessary to reach a better understanding of their spread mechanisms
and fate in the environment.

The aim of our work wasfirst, the adaptation of our bacterial strainsto pollutants and test
their ability of degradation in an artificially contaminated soil.

We performed an extraction of phthalates (DnOP) using dichloromethane and then to its
weighing. Interms of the chromium (Cr V1), an assay using 1,5-diphénylecarbazide was carried
out.

Various parameters such as pH, type of inoculum and the presence of indigenous flora,
aswell as Cr VI, were studied to determine their impact on the DnOP degradation rate and the
reduction rate of Cr VI. Finaly, we followed up on the enzyme activity in the soil samplesin
order to know the effect that can have these pollutants on microbial activity.

The results show that S. aureus ATCC43300 performed a higher rate of degradation of
DnOP and reduction of Cr VI. We aso found that the indigenous flora has an impact on the
degradation of DnOP and reduction of Cr V1.

Concerning the enzyme activity (catal ase), our study showsthat DnOP, had no significant
influance on microbia activity during the samples incubation period.

Keywords: DnOP, Cr VI, enzyme activity, indigenous flora, S. aureus ATCC43300, pH.
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I ntroduction

La pollution des sols est due aux activités agricole, industrielle et urbaine devenant
aujourd hui un probléme préoccupant. En effet, cela se traduit par des impacts négatifs sur les
activités dépendant directement ou indirectement de laterre, mais aussi sur la santé humaine et
les écosystémes. Parmi les polluants du sol connus : les phtalates et |e chrome.

Les phtalates sont des molécules organiques synthétisées volontairement pour leurs
propriétés plastifiantes. Ils sont utilisés comme plastifiants dans I’industrie des matiéres
plastiques (chlorure de polyvinyle -PVC) depuis 1930.

Leur présence est largement signalée dans I’ environnement. Leur dispersion se produit
lors de la fabrication, transport et utilisation dans les industries de transformation ou lors de la
dégradation des produitsfinis.

L’ exposition, souvent difficile a évaluer, peut se produire par inhaation, contact ou
ingestion. Les phtalates figurent actuellement sur la liste des 33 substances dangereuses
prioritaires de la Commission Européenne (2000/60/CE) puisgu’ils sont suspectés d’ effets
toxiques et cancérogenes.

Le chrome est I’un des métaux les plus largement utilisés dans I'industrie, notamment
dans I'industrie des aciers inoxydables, dans la tannerie, pour le traitement du bois...etc. Des
guantités importantes de chrome ont été rejetées dans I’ environnement suite a de la négligence
ou a des accidents.

C'est laforme dite hexavalente (Cr V1) qui est laplus problématique car sous cette forme,
le chrome est tres toxique pour la santé humaine mais aussi tres soluble dans I’ eau. Cette
solubilité lui confere une grande mobilité dans les écosystemes. Les méthodes mises en ceuvre
aujourd hui pour traiter les sols pollués font appel a des bactéries capable de dégrader les
polluant en substances non dangereuses on parle de bioremédiation de sol.

L’ objectif de notre travail consiste a tester la capacité de certaines souches bactériennes
adégrader les phtal ates (DnOP) et aréduire le chrome dans un sol pollué artificiellement.

Ce présent mémoire comporte deux parties, la premiere partie sera dédiée alarecherche
bibliographique ou des notions sur la pollution du sol ainsi que des données sur les phtalates et
le chrome qui font I’ objet de notre expérimentation.

La deuxieme partie est divisée en deux chapitres, le premier chapitre porte sur la
description du matériel et les méthodes utilisées pour éudier I'impact de différents parameétres
(pH, type d'inoculum, présence de flore indigene....etc.) sur le taux de dégradation du DnOP
et laréduction du Cr VI suite a des essais de bioremediation de sol pollué.

Le second chapitre illustrera les résultats obtenus de différentes expériences réalisees

ainsi qu’une discussion suivie d’ une conclusion géenérale.
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La pollution du sol

1. Lesol

Par définition, le sol est la couche supérieure de la crolte terrestre composée de

particules minérales, de matiéres organiques, d' eau, d’'air et d organismes (GOBAT et al.,

2003).

Il représente une interface particulierement importante pour I'nomme et I'ensemble des

étres vivants. Avec les sédiments et les eaux de surface, ils constituent des niches écol ogiques

extraordinaires en termes de productivité de matieres vivantes, de diversité biologique et de
réservoirs de matieres organiques (DOMINIQUE, 1997)

Comme I’illustre le tableau ci-dessous, le sol est constitué de trois fractions :

Tableau | : Lesdifférents constituants du sol (GOBAT et al., 2003).

CONSTITUANTSSOLIDES

CONSTITUANTS
LIQUIDES

CONSTITUANTS
GAZEUX

Constituants
minéraux

Constituants
or ganiques

Solution du sol

Air du sol

Terrefinedu sol :
Argiles, limonsfins,
limons grossiers,
sables fins, sables
grossiers.

M atiér e or ganique

Eau du sol

fraiche:

e Constituants des
tissus végétaux,
cellulose,
hémicellulose,
tanins...

e Dgections
animales et
animaux morts

Eléments solubles

Constituantsde

["air : Oz, N2, CO2

dissouts:

e Substances
organique (acides
organiques,
sucres,...)

e lonsdans!’eau du
sol : Ca™ Mg',
NO* ...

Gazissusde
I’activité des

animaux du sol et

des processus de

décomposition :

COy, CHa, Ha. ..

Elémentsgrossiers:

M atiére humique:

Graviers, Cailloux,
Pierres, Blocs ...

M atieres organiques
transformées




Lapollution du sol

Le sol est donc un milieu triphasique, (solide, liquide et gazeux), poreux, organo-
minéral dont la composition moyenne selon ROBERT et CHENU (1992) est schématisee dans
lafigure suivante :

Phase liquide
15235 %

80 %

Composition moyenne du sol

Figure 1 : Lacomposition moyenne des différentes fractions du sol (ROBERT M et CHENU,
1992)
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2. Lapollution du sol

La pollution et la contamination sont deux expressions couramment employées pour
désigner |'accumulation anormale et exogene, généraement due a une activité humaine,
d'él éments ou de composés minéraux, organiques ou d'agents pathogénes dans un milieu donné
dont la qualité se trouve affectée (CHASSIN et al., 1996).

Selon JEANNOT et al. (2000), on distingue deux types de pollutions du sol.
2.1. Lapollution localisée
Elle se distingue par la présence ponctuelle dans les sols de substances dangereuses,
déversements, fuites ou dépbt de déchets.
2.2. Lapoallution diffuse
Elle impligue des polluants a faible concentration sur de grandes surfaces, ils proviennent
généralement d’ épandages de produits : engrais ou pesticides, retombées atmosphériques.
Pour chacun de ces types, on distingue deux origines de pollution :
e Lespollutions accidentelles ¢’ est |e déversement ou dépbt ponctuel de polluants, ou une
grande quantité de polluant est déversée en fonction du temps.
e Lespollutions chroniques c'est |’ apport continu de contaminants par fuite ou lessivage,

dont les effets cumul és peuvent étre plus importants que ceux d’ une pollution accidentelle.

3. Lespolluantsdu sol
3.1. Définition

Un polluant est une substance naturelle ou de synthese, minérale ou organique. Elle peut
étre absorbée par voie foliaire ou racinaire chez les plantes et par inhaation, ingestion ou

contact chez les animaux.

Elle provogue une intoxication des organismes affectés en perturbant une fonction vitale
pouvant entrainer lamort (RAMADE, 2000).

3.2. Typesde polluants

Les polluants des sols sont trés variés et sont aussi souvent toxiques pour I’homme. A
I’instar des pesticides, des phtalates, de solvants chlorés, de I’ azote, de certains éléments traces
comme le cuivre, le mercure ou |'argent. Les polluants peuvent a la fois étre présents
naturellement dans les sols ou étre le résultat d’ activités humaine (ROGER et JACQ, 2000).
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Deux groupes de polluants sont communément rencontrés dans les matrices

contamineées :
> L es polluants organiques.
> L es polluants inorganiques.

3.2.1. Lespolluantsorganiques
3.2.1.1. Leshydrocarbures

Les hydrocarbures sont des composés organiques ne contenant que du carbone et de
I” hydrogene, associés sous laforme de molécules d’ une grande diversité (VANDECASTEELE,
2005). lsregroupent différents produits pétroliers (pétrole brute, pétrole raffing, kéroséne, fuel,
lubrifiants, huiles a moteurs). Selon SCHADECK (2007), cette familleinclut :

e Leshydrocarbures aiphatiques.

¢ Leshydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)

e Leshydrocarbures halogénés volatils (COV)

e Leshydrocarbures aromatiques volatils (benzéne, toluene, éhylbenzene, xyléne)

3.2.1.2. Lesproduitsorganiquesindustriels
D’ apres BOUCHESEICHE et al. (2002), les produits les plus utilisés sont :
e Les polychlorobiphényles ou PCB.
e Lesphénolset les chlorophénals.
e Lesphtalates

e Lesphytosanitaires

3.2.2. Lespolluantsinorganiques

Ce sont les métaux lourds dont I’ expression «métal lourd» désigne pour les chimistes des
métaux de numéro atomique élevé, de densité supérieure a 5g/cmd et qui forment des sulfures
insolubles.

Lesmétaux lourds sont présents de fagon naturelle dansles sols. 11s proviennent en grande
partie de I’atération de la roche mére du sous-sol. Toutefois, les concentrations les plus

importantes rencontrées dans les sols sont liées al’ activité humaine.
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Le chrome, le manganése, le cobalt, le cuivre, le plomb, le mercure, le nickel et le zinc
sont les métaux lourds les plus rencontrés dans le sol.

Dans le domaine de I’environnement, on associe fréquemment aux métaux lourds
I’arsenic qui est un métalloide lourd (DOMINIQUE, 1997)

3.3. Comportement des polluants dansles sols
Un certain nombre de processus influencent le comportement et la migration des

contaminants dans les sols. Il s agit essentiellement de :

o Réactions d’échange (volatilisation, adsorption-désorption, complexation, dissolution-
précipitation...) entre les phases solide et gazeuse du sol (HIMEL et al., 1990).

o Réactions de dégradation comme laphotolyse, I” hydrolyse chimique et 1a biodégradation.
(MANNISTO et al., 1999).

o Phénomeénes de transfert des polluants et de leurs produits de dégradation vers
I’ atmosphére par volatilisation, vers les eaux de surface par ruissellement, vers les eaux
souterraines par lixiviation ou écoulement gravitaire (polluants organiques liquides

immiscibles al’ eau), versles plantes par absorption racinaire.

La figure 2 résume les différents processus qui influencent sur le comportement des
polluants dans le sol.

=
b
Polluant m; Volatilisation ATMOSPHERE
"~ Absorption & 0 amenem V0
racinaire AII?,DL,J_SDL SoL
! Evaporation X . bﬁasegazeuse ;‘_

ol Dégr:dation ¥
®eeeed Pt g SRR FRACTION SOLIDE

€ EAU / Volatilisation/ ~ Adsorption/ DU sOL
g DU SOL dissolution volatilisation g .--===~~_
£ Phase ] 2 b “n
2 pure Phase dissoute 7 o
S Solubilisation @ e Adsorption/désorption ! Phase adsorbée
-« < > >
™ Complexation A e
Dégradation Précipitation/dissolution b @ ‘ ,"
Ecoulement ¥ ; Degradatmn’ N
Dravie Lixiviation Mg wwe
. Advection

Diffasion s .
Pirtusion SRS o .

EAU SOUTERRAINE

Zone saturée

. -

Figure 2 : Représentation schématique des processus influencant le devenir des polluants
dans les sols (LICHTFOUSE, 1997).
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4. Ladépallution dessols
4.1. Définition

La dépollution désigne I’ éimination des pollutions et des contaminations des milieux
ambiants tels les sols, les sédiments ou les eaux de surface. Les enjeux de la dépollution sont
souvent financiers mais auss d'intérét général (protection de la santé publique et de
I’environnement) (GUELTON, 1999).

Les différentes techniques de dépollution et leurs caractéristiques sont présentées

ultérieurement.

4.2. Lesdifférentestechniquesdedépollution
Selon COLOMBANO et al. (2010), les différentes techniques de dépollution peuvent étre

classées en fonction de la nature du polluant et des procédés employés.

4.2.1. Classement en fonction de la nature des procédés employés

Les différentes techniques de dépollution peuvent étre classées en fonction de la nature
des procédés employés, a savoir :
4.2.1.1. Lesprocédésphysiques

Le principe consiste a utiliser des fluides (eau ou gaz), présents dans le sol ou injectés,

comme vecteur pour transporter la pollution vers des points d’ extraction ou pour |’ immobiliser
4.2.1.2. Lesprocédéschimiques

L’ utilisation des propriétés chimiques des polluants al'aide de réactions appropriées, les
inerter (précipitation), les détruire (oxydation) ou les séparer du milieu pollué (surfactants).
4.2.1.3. Lesprocédésthermiques

La chaleur permet de détruire le polluant (exemple : incinération), I'isoler (désorption
thermique, thermolyse), ou le rendre inerte (exemple : vitrification).
4.2.1.4. Lesprocédés biologiques (bioremediation)

La biodégradation est le processus naturel le plus important dans la dépollution de
I’environnement. Les microorganismes en sont responsables, en particulier les bactéries
(VOGEL et al., 2001).
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La décontamination par voie biologique consiste donc a stimuler un phénomeéne naturel
pour en augmenter le rendement afin de détruire e polluant qui sera utilisé comme source de
carbone ladécontamination sefait in situ en introduisant dans le site de traitements les é éments
nécessaires au dével oppement de la biomasse ou bien ex situ dans le cas d’ un sol excavé traité
(COLIN, 2000)

Les microorganismes utilisés en bioremédiation proviennent de milieux trés variés et
peuvent vivre dans des conditions extrémes : des températures en dessous de 0°C ou au
contraire, tres élevées, dans des milieux inondés ou en plein désert, en présence d’'un exces
d’ oxygene ou milieu anaérobie. En raison de leur pouvoir d adaptation, ces microorganismes
sont utilisés pour éliminer les composeas xénaobiotiques.

Parmi |es bactéries aérobies reconnues pour leur pouvoir de dégradation, nous pouvons
citer celles appartenant aux genres Pseudomonas, Alcaligenes, Sphingomonas et
Mycobacterium.

Elles peuvent dégrader les pesticides, les hydrocarbures, les alcanes et les composés
polyaromatiques. Souvent, elles utilisent |e polluant comme source de carbone et d’ énergie
(ABDELLEY, 2007).

Si laflore locale est inadaptée a la dégradation des polluants, des souches bactériennes

performantes allochtones peuvent étre gjoutées au sol (SCOW, 2003).

L es procédés de traitements biologiques sont :
4.2.1.4.1. Labiocaugmentation

Cette technologie consiste & introduire des cultures de microorganismes a la surface du
milieu contaminé dans I’ objectif d’ augmenter |a biodégradation des contaminants organi ques.

Généradement les microorganismes sont sélectionnés sur la base de leur aptitude a
dégrader |es composés organi ques présents dans le site a dépolluer. La culture peut comprendre
une ou plusieurs espéces de microorganismes (VINAS et al., 2002).

4.2.1.4.2. Labiostimulation

Cette technologie consiste a stimuler |’ activité des populations microbiennes indigenes
(présentes dans le sol ou dans les eaux souterraines) par apport de nutriments et par ajustement
des conditions du milieu (potentiel d’ oxydo-réduction, humidité) (ABDELLY, 2007).
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4.2.1.4.3. Lecompostage

Selon ABDELLY (2007), il peut étre défini comme un procédé biologigue contrélé qui
assure la transformation et la valorisation des matiéres organiques (sous-produits de la
biomasse, déchets organiques d origine biologique) en un produit stabiliseé et hygiénique

C'est la fermentation des ordures ménagéeres organiques (résidus alimentaires) et des
déchets verts (feuillages, résidus de jardinage) afin de produire un compost réutilisable en

agriculture pour fertiliser laterre.

4.2.1.4.4. Laphytoremédiation

Selon RUSTY (2014) cette technique repose sur le principe de la combinaison de
I’ utilisation de plantes et de microorganismes pour réduire les niveaux de ces contaminants.
C’est une technologie trés colteuse, mais beaucoup moins destructrice pour le sol que les
techniques d’ingénierie. Un taux acceptable de polluants est atteint généralement en moins
d une décennie.

Cependant, cette technique possede des limites : son application est restreinte a des
zones ou le niveau de pollution N’ est pas toxique pour les plantes et contenant les racines des

plantes
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L es phtalates

1. Définition du groupedes phtalates

On désigne par phtalates un ensembl e de diesters de I’ acide ortho-phtalique associé avec
des alcools ayant des radicaux aliphatiques ou aromatiques dont le nombre de carbones varie
de 1 a 13, lesradicaux substitués étant symeétriques ou non (USDHHS, 2003).

L es phtalates sont donc composés d’ un groupement benzénique et de deux groupements
carboxylates dont la chaine alkyle peut varier (méthyle, éhyle, butyle, héxyle,...€tc).

Lafigure4 présente laformule développée de quel ques phtalates ainsi que celledel’ acide

phtalique et de ses esters (figure 3).

o o
OH o~ =
o @ o (b)

Figure 3: (a) L’ acide phtalique, (b) laformule des esters de I’ acide phtalique (XUEPING et
al., 2014)
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Figure 4 : Formules développées de quelques phtalates (XUEPING et al., 2014)
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Les phtalates les plus fréquemment rencontrés et leur nomenclature sont présentés dans
le tableau I1.

Tableau Il : Nomenclature et structure des six phtalates (STAPLES et al., 1997)

Nom Acronyme Numéro CAS Formule brute
Diméthyle phthal ate DMP 131-11-3 Ci10H1004
Diéthyle phthalate DEP 84-66-2 C12H1404
Di-n-butyle phthalate DnBP 84-74-2 Ci16H2204
Butyle benzyle phthalate BBP 85-68-7 Ci19H2004
Di-(2-ethylhexyl) phthalate DEHP 117-81-7 C24H3804
Di-n-octyle phthalate DnOP 117-84-0 C24H3804

2. Caractéresphysico-chimiques

A tempéature ambiante, les phtalates sont des liquides organiques, visqueux et
transparents. IIs n’ émettent dans |’ atmosphere que trés peu de vapeur. IIs ont une forte affinité
pour les graisses et les acools lourds (esters, acétone, chloroforme...). Excepté pour le DMP,
ils ont tous une température de fusion inférieure a —25°C. Les phtalates possedent des
températures d ébullition comprises entre 280 et 390°C (HOWARD et al., 1985 ). Le tableau
I résume ces différents caractéres physico-chimiques.
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Tableau |11 : Caractéristiques physiques de quelques phtalates (STAPLES et al., 1997 ;

MACKINTOSH et al., 2004)

Composé NombredeC
par chaine

DMP

DEP

DnBP

BBP

DEHP

DnOP

Composé

DMP

DEP

DnBP

BBP

DEHP

DnOP

8

Constante de

Henry

(atm.m3.mol?)

1,22.107

2,66.10°7

8,83.107

7,61.107

1,71.10°

1,03.10*

M asse
moléculaire
(g.-mol-1)

194

222

278

312

391

391

Température
defusion

(°C)

5,5

-40,0

-35,0

-35,0

-47,0

-25,0

Point

d’ébullition

(°C)

284

298

340

370

386

390

Densité a 20°C

1,192

1,118

1,042

1,111

0,986

0,978

Solubilité dans
I’eau (mg.L-1) a
25°C

42.10°

1,1.10°

11.2

2.7

3.103

5.10*

Koc (L .kg-1)
(sol/sédiment)

55-360

69-1,2.10°

1,4.10°-1,5.10°

9.10°-1,7.10*

8,7.10°~5,1.10°

)

Pression de
Vapeur saturante
(mmHg)a25°C

2.10°3

1.10°

2,7.10°

5.10°

1.107

1.107

Koc (L .kg-1)
(matiereen
suspension)

<5.10%

7,9.10%

1,2.10°-1,6.10°

1.10°

2.10°

2,2.10* - 1.10°

11
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3. Applicationsindustrielles

Les phtalates sont des plastifiants nécessaires pour lafabrication des produits en chlorure

de polyvinyle (PVC) souple. IIs sont également utilisés dans |a composition d’ autres polymeres

tels que I’ acétate de polyvinyle, I’ acétate de cellulose et |le polyuréthane (STAPLES et al.,
1997). Letableau IV indique les utilisations de différents phtal ates.

Tableau IV : Description des principaux phtal ates pour usage commercia et industriel
(Communiqgué toxicologique, Institut National de Santé Publique du Québec, 2004).

CATEGORIE DE
PHTALATES

ABREVIATION

EXEMPLESD' UTILISATION

Dimeéthyle phthalate

DMP

Déodorants.

Diéthyle phthalate

DEP

Parfums, déodorants, gel's et mousses pour les
cheveux, shampooings, savons, fixatifs pour
cheveux, vernis aongle, lotions pour le corps.

Di-n-butyle phthalate

DnBP

Secteur automobile (plastifiant et solvant pour
les peintures) ;

Secteur du batiment (mastic d' étanchéité,
revétements de surfaces intérieures et
extérieures, fibres de verre) ;

Industrie textile (lubrifiant des fibres textiles,
assouplissant des encres d'impression) ;
Secteur médical (enrobage des médicaments) ;
Agent anti-moussant dans les insecticides;;
adhésifs pour papier.

Butyle benzyle phthalate

BBP

Parfums, fixatifs pour cheveux, adhésifs et
colles, produits pour I’ automobile, revétement
de sol envinyle.

Di-(2-ethylhexyl) phthalate

DEHP

Parfums, produits flexibles en PV C (rideau de
douche, tuyau d arrosage, couche, revétements
de sols et toitures, contenant pour la nourriture,
film d’ emballage alimentaire, sac pour unités
de sang, cathéter, tubulure pour soluté, gants,
etc.)

Di-n-octyle phthalate

DnOP

Produits flexibles a base de plastique
(revétements de sol's, tuyaux d arrosage, jouets,
gants, chaussures, produits d’ emballage
alimentaire,...)

12
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4. Sources et voies d’exposition aux phtalates

La population humaine est exposée aux phtalates par de multiples voies. Les voies
d'exposition les plus probables varient en fonction des phtalates : voie orale, cutanée,
respiratoire et parentérale (SWAN, 2008).

L’ exposition environnementale aux phtalates peut provenir du contact direct avec I’ air,
I’ eau ou encore lanourriture. Lalibération des phtal ates dans ces divers médias est possible en
raison du faible lien covalent de ces composés aux polymeres. L’ ingestion d’ aliments ayant été
en contact avec des emballages contenant des phtalates demeure la principale source
d’ exposition pour la population générale (U.S. Department of Health and Human Services,
2003).

Selon une éude publiée en (2003) par un groupe de chercheurs alemands, 12 % de la
population générale excéderait la dose journaliére tolérable par ingestion qui est recommandée
par la Communauté Européenne pour le DEHP (37 pg/kg poids/jour) (KOCH et al., 2003).

Lafigure 5 schématise les différentes voies d'exposition aux phtalates. Les mesures des
concentrations urinaires en métabolites ont en outre démontré |'exposition généralisée de la
population a ces plastifiants (WORMUTH et al., 2006).

13
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SOURCES EXPOSITION

VOIES DE TRANSFERT HUMAINE

M atériaux [

Matériaux de'constru.cti on Inhalation

Composants électroniques.

Produits PVC.

Applications non polymeres Inhalation

Cosmeétiques, produits de _

soin personnel. Ingestion

Emb_al lages alimentaires. Contact cutané

Textiles.

Matériel médical, Contamination

meédicaments sanguine

Pantures, adhesifs. |, Volatilisation, solubilisation —____,|

Industrie
Production des phtal ates Inhalation
Fabrication des produits
finis.

Agriculture :
In%ecti cides Inhalation
M édicaments vétérinaires Ingestion
Equipements techniques

Déchets .
Rejets des stations Inhalation
d’ épurations. Ingestion

Décharges.

—— —

Figure 5 : Sources et voies d’ exposition aux phtal ates pour I’ Homme (WORMUTH et al., 2006).
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5. Effet desphtalates sur I’hommeet I’ environnement
5.1. Effetsdesphtalatessur la santé humaine
5.1.1. Toxicité

L es effets toxicol ogiques des phtal ates varient selon le type de composé. D’ aprés
LOVEKAMP-SWAN et DAVIS (2003), le DEHP possede un potentiel de toxicité plus élevé
que les autres phtalates incluant le DBP (la cardiotoxicité, I'hépatotoxicité et la
néphrotoxicité), bien qu’il ne provogue pas d’ effets serieux lorsqu’il entre en contact avec la

peau.

5.1.2. Effetsatypiques

Parmi les effets atypiques, une irritation des muqueuses et une action narcotique par
dépression du systeme nerveux central ont été décrits chez les Mammiféres (LAHOUSSINE,
2000).

De plus, le DEHP peut provoquer une hypotrophie fcetale et une augmentation de la
masse desreins chez lerat (KAVLOCK et al., 2002 d).

5.1.3. Effetscancérogénes

D’ aprés KAVLOCK et al. (2002 @), le BBP aurait un potentiel cancérogéene chez le rat
male, en particulier pour le tissu pancréatique.

L’ exposition au DEHP et au DnBP a été associée a une augmentation de |’ incidence de
carcinome hépatocellulaire chez les Rongeurs. 1l agirait vraisemblablement viale récepteur du
facteur d'activation des peroxysomes (organites cellulaires chargées de la détoxification).
(KAVLOCK et al., 2002c).

Cependant, il est confirmé que cet effet est négligeable chez I’ é&re humain puisgue nous
sommes moins sensibles que les souris ou les rats a une induction de la prolifération des
peroxysomes (MOORE et al. 2002).

Le BBP aurait un potentiel cancérogene chez lerat male, en particulier pour letissu
pancréatique (Kavlock et al. 2002a).
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5.1.4. Effetstératogénes

Le BBP administré par intubation gastrique ala dose de 600 mg.kg-1 adesrats femelles
pendant les premiers jours de la gestation provoque chez les nouveau-nés, des anomalies
osseuses : cotes surnumeraires, déformations vertébrales ou malformations de lavodte pal atine
(EMA et al., 1995).

L’ exposition aux phtal ates pendant lavie intra-utérine chez le rat, par administration de
BBP dans I’eau de boisson des femelles gestantes (1 mg.L?), provoque des malformations
feetales affectant I’ appareil génital mée ont été observees (SHARPE et al.,1995).

L’ administration orale de DnBP chez plusieurs espéces de Mammiféres pendant la
gestation, conduit a une augmentation de lamortalité embryonnaire, al’ apparition d’ anomalies
morphologiques et a une réduction du poids corporel de la descendance. L’ ingestion de DEHP
chez le rat et la souris pendant la gestation provoque des morts embryonnaires, des
malformations (squelette, yeux, systeme cardiovasculaire) et des retards de croissance et de
développement (KAVLOCK et al., 2002d).

5.1.5. Effetsperturbateursendocriniens

Les phtalates sont impliqués dans effets perturbateurs endocriniens et peuvent a cetitre,
entrainer des troubles de la reproduction, du développement et de I’immunité (LUND., 2000).

Les effets des perturbateurs endocriniens paraissent dans |’ ensemble, paradoxaux : ils
peuvent mimer ou au contraire, bloquer |’ action des hormones naturelles. 1ls semblent affecter
lafonction thyroidienne de maniére antagoniste dans certaines études sur du tissu thyroidienin
vitro et chez lesrats (HINTON et al., 1986).

Des administrations répétées de DnOP a des rats par la nourriture durant 90 jours
provoquent des effets sur lafonction thyroidienne (KAVLOCK et al., 2002b).
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5.2. Effetsdesphtalates sur I’environnement

Compte tenu des grandes quantités utilisées dans les industries, les phtalates sont
largement retrouvés dans les différents compartiments de |’ environnement. Les principales
voies d’ apport des phtalates dans |’ environnement sont les émissionsdans|’air et les pertes par
lessivage a partir de certaines applicationsindustrielles. Parmi les sources derejet dans!’ air, on
peut noter les émissions au cours de la fabrication et de I’ utilisation de phtalates et celles qui
sont dues ala combustion incompléte des matiéres plastiques. 1ls se retrouvent ensuite dans les
eaux, les sols et les sediments (WEBBER et LESAGE, 1989).

En 2011, une équipe de chercheurs francais a trouvé une forte contamination des
écoulements d'eaux pluvialesissues de bassins versants par 55 substances prioritaires en région
parisienne, parmi lesquelles on retrouve les phtalates. Le rget d'eaux pluviales fortement
polluées et non traitées peut avoir un impact sur les eaux réceptrices et contribuer a la
contamination des sédiments de la Seine (ZGHEIB et al., 2011).

Les phtalates sont hydrophobes, ont une forte affinité pour les graisses et les acools
lourds, ne sont pas lies de fagon covalente aux matrices des produits, ils peuvent donc
facilement migrer. Bien que biodégradables dans I'environnement, ils peuvent persister plus
longtemps dans certains milieux comme dans les sédiments, ce qui rend plus difficile leur
dégradation (Viaaet Botta, 2005).
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6. Processusdedégradation

On distingue deux types de dégradation dans le milieu naturel : la dégradation abiotique
S effectuant sans |’ intervention d’ organismes vivants et |a biodégradation qui est effectuée soit

par les microorganismes soit par |es eucaryotes.

6.1. Dégradation abiotique
6.1.1. L hydrolyse

Cette réaction est negligeable dans les solutions a pH neutre mais elle est catal ysée par
les acides et surtout les bases et également par certains ions ou catalyseurs organiques.
L’ hydrolyse est d"autant plus difficile que lalongueur des chaines carbonées augmente. Dans
les conditions environnementales, |” hydrolyse n’ est pas une voie de dégradation majeure pour
les phtalates (SCHWARZENBACH et al., 1992).

La réaction d’ hydrolyse des esters phtaliques peut étre considérée comme une réaction
en deux temps, produisant d’ abord le mono ester et un alcool libre et dans un second temps, en
créant I’ acide phtalique et un deuxiéme alcool libre (STAPLES et al., 1997).

6.1.2. Laphotolyse

En milieu agueux, la photolyse est une réaction faisant intervenir les rayonnements
ultraviolets (A de 400 a 280 nm). La réaction peut se faire par action directe des rayonnements
(absorption) ou bien par I'intermédiaire d especes chimiques réactives telles que les ions
superoxyde (WOLFE et al., 1980b).

La photolyse est trés importante dans |’ atmosphere ou le processus indirect par attaque
de radicaux libres prédomine (KELLY et al., 1994).

Pour ce processus de dégradation, a |’ opposé de tous les autres, ce sont les molécules
ayant les chaines carbonées les plus longues qui sont le plus rapidement photo-oxydées.

Le tableau suivant donne la demi-vie des différents composés phtaliques lors de la

dégradation abiotique.
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Tableau V : Demi-vieslors des phénomenes de dégradation abiotique (STAPLES et al., 1997)

Demi-vie (années) Demi-vie (jours) Demi-vie (jours)
Compose hydr olyggraqueuse aFt)?nroggﬁgr)Iiéiee photonFs)::raqueuse

DMP 3,2 9,3-93

DEP 8,8 1,8-18 152 - 4380
DnBP 22 0,6-6

BBP <0,3 0,5-5
DEHP 2000 02-2 44 - 548
DnOP 107 03-3

6.2. Biodégradation

La biodégradation est un processus critique affectant le devenir environnemental des
esters phtaliques. De nombreuses recherches ont été conduites sur la biodégradabilité de cette
classe de produits chimiques durant ces dernieres décennies. Il a été montré que des micro-
organismes provenant de divers habitats pouvaient dégrader ces esters phtaliques et leurs
intermédiaires de dégradation (NOMURA et al.,, 1989 e YAN et al.,, 1995). Cette
biodégradation peut étre faite par des micro-organismes ou par des eucaryotes.

6.2.1. Micro-organismes

EJLERTSON et SVENSSON (1995) ont montré que les phtalates pouvaient étre
dégradés par des microorganismes aérobies et anagrobies (bactéries, actinomycetes). Quels que
soient les organismes concernés, I’ hydrolyse est la premiére étape, elle permet d’ obtenir le
monoester de phtalate et un alcool libre.

En anagrobiose, |le monoester est dégradé en acide phtalique qui finalement suit lavoie
catabolique du benzoate pour aboutir aprés rupture du cycle, al’ acétate.

En aérobiose, I'acide phtalique est dégradé en dihydroxyphtalate conduisant au
procatéchuate pour finalement aboutir apres rupture du cycle, au pyruvate et al’ oxa oacétate si
les hydroxyles sont en ortho ou a I’ acétyl CoA et au succinate si les hydroxyles sont en méta
(STAPLES et al., 1997).
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Par tests in vitro avec des souches bactériennes aérobies, en considérant la dégradation
primaire (disparition du phtalate parent), les composes les plus légers : DMP, DEP, DnBP et
BBP disparaissent 290 % en une semaine et en 12 jours pour |es composés a masse moléculaire
plus élevée. La dégradation ultime (minéralisation) survient en 28 jours (SCHOLTZ, 1994).

L es schémas suivants décrivent |les voies de dégradation du Di éthyle phtalates en acide

phtaliques et |a dégradation de ce dernier dans |’ environnement.

COO-CH2CH4
COO-CHzCH 3
(transestenfication/
demethylation) Q g (ester hydmolysis)

COO-CH,-CH3 COO-CHzCH3
EMP (I MEP
COO-CH 3 COOH

COO-CH3
DMP

COO-CH 3

COO-CH4
MMP

(=842

COOH v

N P

COOH
(-
COOH

DEP : Di-éthyle phtalate DMP : Di-méthyle phtalate
MEP : mono-éthyle phtalate MMP : mono-méthyle phtalates
EMP : Ethyl-méthyle phtalates PA : Acide phtalique

Figure 6 : Lesvoies de dégradation du Di-éthyle phtalates (CARTWIRIGHT et al., 2000)
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Figure 7 : Biodégradation de |’ acide phtalique dans I’ environnement (STAPLES et al., 1997).

Plusieurs micro-organismes ont été rapportés pour utiliser tous les phtalates et leurs

esters comme seule source de carbone et d'énergie. Les esters de phtalates sont métabolisés
aux phtalates par des estérases (KEY SER et al, 1976 ; NIAZI et al, 2001 ; VEGA et

BASTIDE 2003 ; MARUYAMA et al, 2005).

Bien que la nature et I'étendue de la dégradation du DEHP peut varier, de nombreuses

souches pouvant métaboliser le DEHP ont été isolées a partir de divers environnements, on
citera quel ques souches comme Bacillus étudié par PRIYA et JAYACHANDRAN (2012),
Microbacterium par CHEN et al. (2007), Rhodococcus par CHAO et CHENG (2007) et

Pseudomonas par ZENG et al. (2002).
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6.2.2. Eucaryotes

L’élimination directe du phtalate d'origine est trés limitée. La capacité de
biodégradation des phtalates qui favorise leur élimination urinaire ou biliaire, augmente avec le
degré de différenciation des organismes et limite I’importance de labioaccumulation. Ainsi, les
capacités de biotransformation varient comme suit : Algues < Cnidaires < Mollusgues <
Crustacés < Poissons (WOFFORD et al., 1981).

La premiere étape qui alieu dans les branchies chez les Poissons et dans la lumiére du
tube digestif chez les Mammiferes est I hydrolyse conduisant au monoester et aun alcool libre.
La suite des transformations a lieu essentiellement dans les tissus hépatique et rénal, aprées
absorption du monoester et de 1’alcool. L’alcool est oxydé en acétate + CO2 par B-oxydation.
Le monoester résultant peut soit étre directement éliminé, soit suivre une oxydation delachaine
carbonée a différents niveaux possibles. Ensuite, survient une conjugaison, hotamment avec
I"acide glucuronique qui représente la phase ultime de la biodégradation (BARRON et al.,
1995).

La figure suivante résume le processus de dégradation dans le corps d’un composé

phtalique comme le DEHP suite a une exposition orale.

o

Exposure OR
DIESTER F"

R

O e— [ xCretion

l _
Metabolism J o /
MONOESTER < o
' o
o]
o
O

0

Figure 8 : Processus de dégradation du DEHP (SHMITZER et al., 1988)
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Le chrome

1. Genéralités

Le chrome est un métal lourd dont la pollution peut engendrer beaucoup de nuisances,

on donnera dans ce qui suit quelques notions relatives a son origine et les différents moyens

de remédiation.

1.1. Caractéristiquesdu chrome

Lestableaux VI et VII résument les différents caracteres physi co-chimiques du

chrome et ses dérivés.

Tableau VI : caracteres physico-chimigques du chrome (LIDE., 2009)

Numéro atomique

Masse atomique
Electronégativité de Pauling
Masse volumique

Température de Fusion
Températured'ébullition

Rayon atomique (van der Waals)
Rayon ionique

| sotopes

Energie de premiéreionisation

Potentiel standard

24

51,996 g.mol *
1,6

7,19 g.cm3a20°C
1875 °C
2672 °C
0,127 nm

0,061 nm (+3) ; 0,044 nm (+6)
5
651,1 kJ.mol ™

- 0,71V (Cr3+/Cr)
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Tableau VII : Chrome et ses dérivés (INERIS., 2005).

Chrome
éémentaire

Substance chimique

Composés du Chrome (héxavalents)

Chrome
Cr

Trioxyde de
chrome

CI'O?,

Chromate de
sodium

NaCrO4

Dichromate de
sodium

NaxCr.0;

Dichromate
d’ ammonium

(NH4)2Cr207

Dichromate de
potassium

K>Cr,0Oy

N° CAS Synonymes

7440-47-3 .
Chromium

Chromic anhydride
Chromic oxide
Chromic trioxide
Chromium oxide
Chromium oxide (Cr Ox)
Chromium (V1) oxide
Chromium trioxide
Chromium (6+) trioxide

1333-82-0

Chromium disodium oxide
Chromium sodium oxide
Disodium chromate
Sodium chromate (V1)

7775-11-3

Bichromate de sodium
Disodium dichromate
Disodium dichromium
hepta-oxide
Bichromated’ ammonium
Ammonium bichromate
Ammonium dichromate
(V1)
Di-ammonium dichromate
Di-ammonium dichromate
hepta-oxide
Potassium bichromate
Dipotassium dichromate
Dipotassium bichromate

Dipotassium dichromium
hepta-oxide

10588-01-9

7789-09-5

7778-50-9

Forme physique

solide cristallisé

(structure cubique

centrée)

solide cristallisé sous

forme de granules
ou paillettes
(structure
prismatique
bipyramidal €)

solide cristallisé
(structure

rhombique
bipyramidale)

solide cristallise
(structure
prismatique
monaclinique

solide cristallisé
(structure

prismatique

monaclinique)

solide cristallisé
(structure

monaclinique ou
triclinique)

24



Le chrome

1.2. Utilisations

Le chrome entre dans la composition daciers inoxydables, daciers spéciaux et
daliages, il améliore la dureté des métaux et leur résistance a la corrosion. Les différentes
utilisations de ses dérivés sont citées en ci-dessous (INERIS, 2005)

e Lechromate de sodium est employé dans lafabrication d’ autres composés de chrome.

e Le dichromate de sodium également utilisé pour produire d autres composés de chrome
sert d’ autre part a fabriquer des produits de conservation du bois, des vitamines K, de la
cire, et pour lafinition del’ état de surface des métaux (chromage électrolytique).

e Letrioxyde de chrome est employé pour lafinition de |’ état de surface des métaux et dans
la fabrication des produits de conservation du bois. Il est d’ autre part utilisé pour produire
des catalyseurs.

e Le dichromate de potassium sert a fabriquer des teintures, des catalyseurs, des agents
colorants pour céramiques. |l est utilisé pour produire du chrome, des pigments et des
produits de conservation du bois.

e Le dichromate d'ammonium est utilisé dans la fabrication de bandes magnétiques, de

catalyseurs et de pigments.

2. Sourcesdu chrome et comportement dans |’ environnement

Le chrome est présent dans I’environnement de maniere ubiquitaire. Il s'agit d’un
élément largement distribué danslacroute terrestre, particulierement concentré dans les roches.
Son principa minerai s appelle lachromite (FeCr20s).

Le chrome existe sous plusieurs degrés d oxydation, principalement le chrome IlI
(trivalent) et le chrome VI (hexavaent) qui est magoritairement introduit par les activités
industrielles. Seuls ces composés sont détectés dans |’ environnement en quantités significatives
(NIEBOER et JUSYS., 1988).

Le chrome VI est largement transformeé en chrome 111 dans les sols et |es sédiments, car
il s'adsorbe moins que ce dernier. Cette transformation est favorisée en conditions anagrobiques
et un pH faible (SEDLAK et CHAN, 1997 ; PETTINE et al., 1998).

Le chrome n’est pas volatil, ses principales sources d'émission dans |'atmosphére sont
I'industrie chimique, la combustion de gaz naturel, d'huile et de charbon et les usines de
production de ciment. Ses composés de chrome sont présents sous forme de fines particules qui
se déposent progressivement sur les sols et les surfaces aquatiques (LOSI et al., 1998).
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Sa majeure partie présente dans les sols ne se dissout pas facilement dans I'eau. La
faible fraction soluble se propage en profondeur vers les eaux souterraines. La solubilité du
chrome V1 est plus importante que celle du chrome I11 (RAI et al.; 1989).

3. Toxicitédu Chrome

L’ absorption réelle du chrome dépend de nombreux facteurs: I’ éat d’ oxydation, lataille
des particules, leur solubilité. Dans la mgjorité des cas les composés hexavalents du chrome
sont plus facilement absorbés que les composés trivalents. Ceci est en partie lié ala meilleure
capacité que possedent les drivés hexavaents a traverser les membranes (BARCELOUX .,
1999).

3.1. Effet toxique

L’ingestion de sels de chrome VI entraine une inflammation massive du tube digestif
suivie d’une nécrose s étendant de la bouche au j§unum. Ces manifestations d’ apparition
rapide, en quelques heures peuvent entrainer lamort. Si le patient survit au-delade 8 jours, les
effets majeurs observés sont une nécrose hépatique et rénale. De fortes doses de chrome (V1)
induit des vertiges, une sensation de soif, des douleurs abdominaes, des diarrhées
hémorragiques et dans les cas les plus sévéres un coma puis la mort. Une coagul opathie sévére
ou une hémolyse intravasculaire peuvent également survenir. Parfois des dysfonctionnements
rénaux peuvent subsister méme apres une période de récupération ala suite d’ une intoxication
massive au chrome (VI) (OMS IPCS., 1988).

3.2. Pouvoir cancérigene

Le chrome hexavaent peut inhiber |'activité enzymatique de la benzopyréne-
hydroxylase. Or des composes capables d’une telle inhibition ont un pouvoir cancérogene
(CHRETIEN et THIEBLEMONT, 1974).

Chez I"homme, I’ exposition a des sel s de chrome hexaval ent pendant des périodes allant
de 2 a 26 ans serait une cause de cancer de |’ appareil digestif. Des concentrations éevées de
chrome dans le sol ont été reliées a de fortes incidences régionaes de cancer de I’ estomac
(WILLIAMS, 1972).
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Compte tenu du nombre de dérivés du chrome, I’Union Européenne a pris en

considération les plus courants ayant fait objet de la classification suivante :

o Catégorie 1 : Trioxyde de chrome, Chromates de zinc (JOCE, 1996, 2004).
Ce sont des substances que |’ on sait étre cancérogene pour I’homme

o Catégorie 2 : Dichromate de sodium, Dichromate d’ ammonium, Chromate de sodium,
Chromate de cal cium, Dichromate de potassium, Dichloro-dioxyde de chrome, Chromate
de strontium, Chromate de potassium (JOCE, 1996, 2004).
Ce sont des substances devant étre assimilées a des substances cancérogenes pour
I’homme.

. Catégorie 3 : Chromate de plomb, Molybdene orange (JOCE, 1998, 2000).

Ce sont des substances préoccupantes pour |’homme en raison d’ effets cancérogenes

possibles.

3.3. Effetssur lareproduction et le développement

L es seules données connues concernant |es effets toxiques du chrome V1 sur la fonction
de reproduction sont issues d’ études réalisées chez lafemme exposée professionnellement aux
bichromates. Les résultats montrent une augmentation de I'incidence des complications au
cours de la grossesse et de la naissance, une toxicose pendant la grossesse ains qu’'une
augmentation des hémorragies postnatales (O'HEANY, 1986).

4. Moyensderemédiation

Les techniques de traitement des sites et sols pollués sont diverses et souvent complexes
et colteuses, le traitement d’'un site impliquant presque toujours les mises en ceuvres
simultanées ou successives de plusieurs procédés. Les techniques | es plus utilisées sont décrites

ci-dessous :

4.1. Méthodes physico-chimiques
4.1.1. Lavagedu sol

Cette technique permet de récupérer les métaux solubles dont le chrome (V1) dans la
phase liquide apres lavage des terres polluées. On peut utiliser des additifs pour améliorer
I’ extraction comme des bases, des acides, des surfactants, des agents chélatants (MULLIGAN
et al., 2001).
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4.1.2. Extraction thermique

Ce type d'extraction est basé sur un procédé appelé Cement Lock développé par
I"Institut of Gas Technology aux Etats Unis. En premier, les sédiments sont placés dans un
réacteur a 1200-1600°C pour étre fondus, puis refroidis. Le produit est ensuite pulvérise pour
étre mélangé a du ciment afin de produire un ciment utilisable en construction. Les gaz issus de
ce procédeé de traitement sont filtrés pour éiminer les particules qui peuvent contenir des

meétaux, puis passés sur charbon actif pour retenir les métaux lourds restants.

4.1.3. Electromigration

Cette technique consiste a appliquer un courant de faible intensité entre une cathode et
une anode pour faire migrer des ions et de petites particules chargées. Cette technique est
applicable aux métaux lourds comme le cuivre, le zinc, I’arsenic, le cadmium et le nickel
(MULLIGAN et al., 2001).

L’ équipe de LE HECHO et al. (1998) ont décrit une technique qui peut étre applicable
aux sols pollués au chrome. La méthode consiste a extraire le sol et al’incuber en conditions

alcalines afin de limiter |’ adsorption des anions chromate entre deux électrodes.

Les différents avantages et inconvénients de chague technique sont résumés dansletableau VI1I.
Tableau VIII : les avantages et inconvénients des techniques physico-chimiques
(IGNATIADIS et al., 2004)

Techniques Avantages I nconvénients
- Technique fiable et éprouvée; - Utilisation de réactifs dangereux ;
- Applicabilité a de nombreux - Les solutions utilisées peuvent étre des
Lavage du .
polluants ; polluants potentiels;
sol - Colts d'investissements - Aprestraitement, le sol peut étre altéré par
modérés. rapport a son état initial.

- Technique moins lourde a mettre | - Destruction ou perturbation des populations de

. en place quel’incinération ; micro- organismes, et végétation des sols et en
Extraction | _ Technique permettant périphéries des zones traitées ;
thermique  d atteindre des profondeurs - Les colts de production de température (colts
importantes. d exploitation) sont souvent importants.
- Colt d'exploitation faible ;
i - Peu consommatrice d’ énergie ; - Remplacement périodique des cathodes ;
Electro- Permet de réduire le volume de - La concentration en métaux doit étre supérieure
migration = boues formé. a0.1g/l.
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4.2. Techniques de Bio-remédiation

La découverte d organismes pouvant utiliser le chrome et le rendre moins toxique a
ouvert lavoie alamise au point de procédés de bio-remédiation notamment pour le traitement
des effluents liquides. Pour que ces processus biologiques s établissent, les organismes
requierent la présence de sels minéraux en tant que nutriments, de sources de carbone, d’ azote
et de phosphore pour leur métabolisme énergétique. D’ autres facteurs comme la température,

le pH, etc... ont une influence sur I’ efficacité de ces processus (DESJARDIN et al., 2002).
4.2.1. Bio-réduction par lesbactéries et les champignons

Différents paramétres ont été évalués pour plusieurs types de bactéries pour accélérer le
processus afin de dével opper des techniques efficaces de bio-remédiation exploitant ces micro-
organismes

La premiere éude sur la réduction du chrome (V1) par une culture bactérienne a été
écrite en 1977 par ROMANENKO et KOREN'KQV. La souche isolée a été classée comme

étant un Pseudomonas dechromaticans.

Depuis les années 80, les chercheurs se sont intéresses aux nombreuses autres bactéries
capables de réduire le chrome hexavalent (GVOZDIAK et al., 1986).

IIs proposent des techniques utilisant ces bactéries réductrices de chrome pour le
traitement des effluents liquides et plus récemment des sols pollués (LOSI et al., 1994 ;
SALUNKHE et al., 1998).

Bopp et Ehrlich (1988) ont montré qu’ une culture de la souche L303 de Pseudomonas

fluorescens, Chr car dépourvue du plasmide conférant larésistance au chrome, pouvait réduire
le chrome en aérobiose (0,2 mM), aprés une nuit d’incubation sans chrome, ala méme vitesse

R
gue les cellules provenant d’une culture de la souche LB300 Chr ayant subi le méme
traitement. Cette expérience prouve donc que résistance au chrome et réduction du chrome ne
sont pas nécessairement en relation I’une avec |’ autre. Une souche qui réduit le chrome (V1)

N’ est pas systématiquement résistante.
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Certains auteurs pensent que le déterminant est porté par un plasmide. Ce serait le cas
pour Pseudomonas mendocina MCM B-180 étudiée par DHAKEPHALKAR et al. (1996). Si
les déterminants sont assez peu connus C’ est aussi parce gue les mécanismes de réduction du
chrome sont nombreux et tres diversifiés. Il existe tout d’abord le cas particulier des bactéries

sulfato-réductrices (BSR) qui réduisent le chrome (V1) avec del’H,S en condition anaérobie.

C’ est un processus quel’ on appelleindirect car ¢’ est |le métabolite produit par labactérie
qui réduit le chrome. Ensuite, chez d autres micro-organismes, il existe laréduction du chrome
dite directe car effectuée grace ades protéines (sol ubles ou membranaires). Cette réduction peut
S effectuer en présence ou en absence d’ oxygene. Ce type de réduction est aussi appelé

réduction enzymatique.

Récemment, la corrdlation entre la disparition de la forme (V1) et |’ apparition de la
forme (I11) vient d’ étre faite pour une souche d’ Escherichia coli d aprés une éude faite par
MCLEAN et BEVERIDGE (2000) et chez les souches Streptomyces ther mocar boxydus NH50
et Pseudomonas fluorescens LB300 (DESJARDIN et al., 2002).

Leprincipal axe derecherche pour letraitement des effluents pollués est |a mise au point
de bioréacteurs ou se déroulerait une phase de réduction du Cr(VI) par des bactéries
immobilisées sur des surfaces, suivie d’ une phase de décantation ou de filtration des précipitas
de chrome trivalent. La réduction directe du Cr(V1) par les bactéries représente un mécanisme
naturel potentiellement utilisable pour la détoxification des eaux et sols contaminés par du
chrome (CERVANTES et al., 2001).

D’autres genres bactériens intervenant dans la bioremédiation du Chrome sont cités

dans le tableau ci-dessous.
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Tableau I X : Réduction du Cr (V1) par différentes bactéries (WANG et SHEN, 1995).

Organismes

Achromobacter eurydice

Aeromonas dechromatica

Agraobacterium radiobacter
Bacillus cereus

Bacillus sp

Bacillus subtilis
Desulfovibrio vulgaris

ATCC 29579

Enterobacter cloacae
Escherichia coli
Escherichia E. coli

ATCC 33456

Micrococcus roseus
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas dechromaticans
Pseudomonas chromatophila
Pseudomonas mendocina
Pseudomonas ambigua G-1

Pseudomonas fluorescens
LB300

Pseudomonas putida

PRS 2000

condition

Anagrobie
Anagrobie
Aérobie
Anaérobie
Aérobie
Anagrobie

Anaérobie

Anaérobie
Anaérobie

Aérobie

et Anaérobie

Anagrobie
Anagrobie
Anagrobie
Anaérobie
Aérobie
Aérobie

Aérobie

et Anaérobie

Aérobie

références
GVOZDYAK et al., 1986
KVASNIKOV et al., 1988 (a)
LLOVERA et al., 1993
GVOZDYAK et al., 1986
WANG ET XIAO, 1995

GVOZDYAK et al. 1986
LOVLEY et PHILLIPS, 1994

OHTAKE et al., 1990
KVASNIKOV et al., 1988 (b)
SHEN et WANG, 1993

GVOZDYAK et al., 1986
GVOZDYAK et al., 1986
ROMANENKO et KORENKQV, 1977
LEBEDEVA et LYALIKOVA, 1979
DHAKEPHALKAR et al., 1996
HORITSU et al., 1987

BOPP et EHRLICH, 1988

ISHIBASHI et al., 1990
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4.2.2. Laphytoremédiation

La phytoremédiation repose sur le principe de la combinaison de I’ utilisation de plantes
et de microorganismes pour réduire les niveaux de ces contaminants. C’ est une technologietrés
colteuse, mais beaucoup moins destructrice pour le sol que lestechniques d’ingénierie. Un taux
acceptable de polluants est atteint généralement en moins d’ une décennie.

Cependant, cette technique possede des limites : son application est restreinte a des
zones ou le niveau de pollution N’ est pas toxique pour les plantes et contenant les racines des
plantes (RUSTY et al., 2014).

Divers types de phytoremédiation existent :

e La phytodégradation : la concentration des contaminants est atténuée in situ pour des
contaminants organiques sans nécessité de récoltes des plantes.

e La phytoextraction : les contaminants de type métaux lourds comme le Chrome sont
extraits par les plantes qui sont récoltées jusqu’ a dépollution du site.

e La phytostabilisation : la concentration des contaminants de types organiques ou
meétalliques est stabilisée par un couvert végétal maintenu in situl.

e Laphytovolatilisation : les contaminants de types organiques ou métalliques sont enleves
par un couvert végétal maintenu.
Lafigure ci-dessous regroupe les différents types de phytoremeédiation.

PHYTODECRADATION

PII'\'TOVOLAT‘IIJ?ATION

= \\‘\\

Figure 9: Lesdifférents types de phytoremédiation (RUSTY et al., 2014).

Dans leur synthése bibliographique, CERVANTES et al. (2001) décrivent le casdela

jacinthe d’ eau qui peut accumuler de grandes quantités de chrome.
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La partie pratique de notre éude a été réalisée au niveau du laboratoire pédagogique de

microbiologie ains qu au niveau des laboratoires communs | et 1l d anayses physico-
chimiques de |’ université MOULOUD MAMMERI de Tizi-Ouzou, durant la période alant du

mois de février au mois dejuin de |’ année 2016.

A travers ce chapitre nous décrivons |es méthodes de caractérisation du sol étudié ainsi

que les souches utilisées. En dernier, nous présenterons les tests réalisés pour évaluer

I aptitude de nos souches adaptées a dégrader |es phtalates et e chrome dans le sol pollué.

1. Matérie

1.1. Produitschimiqueset milieux de culture
Les différents milieux de culture et produits chimiques utilisés sont mentionnés dansle

tableau X
Tableau X : Produits chimiques et milieux de culture utilisés
Référence Utilisation
Acétone Sigma Aldrich Préparation des solutions
Allemagne polluantes
Solvants Dichlorométhane SigmaAldrich
(CH:Cl») Allemagne Extraction des phtalates
Chlorure de Sodium Fluka Analytica Préparation de |’ eau
Sels . .
(NaCl) Allemagne physiologique
Réactifs 1,5-diphenylcarbazide Lab. dechimie Dosage du Chrome
~-dipnery (UMMTO) =0
DnOP (Di-n-octyle Lab : - chi mi
. physico-chimique . . .
Sl.; tl)litzrr]\:;: phthal ate) delaFSBA de Pollution des ;,Thantl llons de
P Chrome VI (K2CrOs) 'UMMTO
Bouillon ceeur-cervelle Conda Pronadisa Revivification des souches
(B HI B) Espagne bactériennes
Milieu Luria Bertani Repiquage et dénombrement
(LB) des souches bactériennes
Milieu Chapman Institut Pasteur |solement des Staphylococcus
Milieux de Algérie | aureusO|
culture Milieu King A solement Psaudomonas
(annexel) aeruginosa
i Repi h
Gélose nutritive (GN) » quag(,e Fies SOuChes
bactériennes

Milieu MSM (minera

Lab. microbiologie

Adaptation des souches

salt medium) (UMMTO) bactériennes aux polluants
Milieu Sabouraud Institut If’z_;\steur Denombrgment delaflore
Algérie fongique du sol
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1.2. Appareillage
- Spectrophotomeétre: Vis-7220G. Biotech Engineering. Management CO.LTD (UK).
- Etuve: BINDER. Allemagne.
- Baancede précision : KERN 770. Allemagne.
- Centrifugeuse: HETTICH UNIVERSAL / K2S.
- Autoclave : WEBECO. Allemagne.
- Four Pasteur : BINDER. Allemagne.
- BanMarie: MEMMERT. Allemagne.
- Agitateur a barreau magnétique non chauffant : GERHARDT. Allemagne.
- Agitateur a barreau magnétique chauffant : LABINCO L-81. Allemagne.
- Réfrigérateur : ENIEM. Algérie.
- Hotte : KOTTERMANN. Allemagne.

1.3. Matérie biologique
131 Lesol
Pour laréalisation de nos expériences, nous avons utilisé un sol prélevé aune profondeur

de 20 cm a partir du jardin d’un domicile familial au niveau de lacommune de Tizi-Ouzou.

Les caractéres de sol ont été étudiés, comme la granulométrie, le pH, I humidité, taux
de carbone organigue et conductivité éectrique.

1.3.2. Lessouchesbactériennes utilisées

D’ apres la littérature, plusieurs types de bactéries Gram-positif ou Gram-négatif isolés
de différents environnements (boues activées, sol, ...etc) peuvent dégrader les phtalates, tels
gue Mycobacterium sp., Pseudomonas sp., Corynebacterium sp., Clostridium sp., Rhodococcus
sp., Bacillus sp. et Sphingomonas sp. (CHANG et al., 2004;. LIANG et al, 2008 ;
STASINAKIS, 2012 ; WU et al., 2013, ZENG et al., 2002; NAKAMIYA. et al., 2005; QUAN
et al., 2005).

A cet effet nous avons étudié |a capacité de certaines souches & dégrader des isoméres
de phtalates et a réduire le chrome hexavalent comme Pseudomonas aeruginosa selon
VAMSEE (2006) et GVOZDYAK et al. (1986), Bacillus cereus d aprés YUAN et al. (2004) ;
CHANG et al. (2004, 2005) e¢ GVOZDYAK et al. (1986). Enfin, nous avons choisi
Saphylococcus aureus d’ apres les éudes de. JAYANTHI M. et al. (2013) et GOGRA A. B. et
al. (2010).
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Ces souches de référence procurées par le laboratoire de microbiologie de I'UMMTO,
qui sont Staphylococcus aureus ATCC43300, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 et
Bacillus cereus ATCC10876 serviront a tester leurs aptitudes a dégrader les phtalates et le

chrome dans un sol artificiellement pollué par ces derniers.

Différents tests ont été effectués afin de vérifier leur pureté comme la coloration de

Gram, lacatalase, I’ oxydase, la coagulase et |a sporulation.

Concernant la culture de ces souches, des milieux sélectifs et non sélectifs ont été utilisés
comme le milieu Chapman pour Staphylococcus aureus ATCC43300, le milieu King A pour
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 et le milieu gélosé Luria Bertani pour Bacillus cereus
ATCC27853.

2. Méthodes
2.1. Caractérisation du sol

Lesdifférents paramétres du sol utilisé ont été étudiés afin de connaitre leurs effets sur la
biodégradation des polluants.

2.1.1. Analyse physico-chimique du sol

2.1.1.1. Analysegranulométrique

Elle a pour but de déterminer le pourcentage des différentes fractions de particules
constituantes les agrégats de sol qui peuvent étre classées selon la classification
d’ ATTERBERG adoptée par |’ association internationale de la science du sol (BAIZE, 2000).

Lafigure 10 schématise cette classification.
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Figure 10 : Schéma représentatif de la classification des fractions de sol selon ATTERBERG
(BAIZE, 1988)

L’ analyse granulométrique a été effectué sur une prise d’' essai de terre fine (< 2 mm),
basée sur la méthode international e de |a pipette de ROBINSON (AUBERT, 1982 ; BAIZE,
2000).

L e principe de cette méthode consiste a:

— Détruire lamatiére organique par une attaque al’ eau oxygenée ;

— Disperser les particules par un dispersant énergétique I’ hexametaphosphate de sodium et
par agitation mécanique ;

— Effectuer des prélevements a I’aide de la pipette de ROBINSON, dans des flacons a
sédimentation a des profondeurs et a des moments déterminés en appliquant la loi de
stockes (détails en annexe l11).

2.1.1.2. L"humidité du sol

Lateneur pondérale en eau du sol a été déterminée par laméthode gravimétrique selon la
norme NF 1SO 1146. Le taux d humidité exprimé en % (masse d'eau dans 100 g de sol) est
obtenu selon laformule suivante

% H=(m1-mo)/ mo
Avec:
Mo : poids de laprise d'essai du sol avant séchage (g) ;
m; : poids de laprise d'essai du sol aprés séchage a105°C (Q) ;
% H : pourcentage de |’ humidite.
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2.1.1.3. Potentiel d’hydrogene (pH)

Ladéermination despH al'eau est d'intérét car ellerévelel'acidité potentielleou |’ activité
d'échange du sol (BONNEAU et SOUCHIER, 1994).

LepH des échantillons du sol a été déterminé selon lanorme AFNOR X 31-103 (AFNOR,
1994). Le sol est mis en suspension dans de I'eau distillée dans un rapport 2/5 (masse/volume)
et soumis a une agitation pendant 60 minutes a une température proche de 20°C. Apres 2h de

décantation, lalecture au pH-métre de type INOLAB est faite aprés stabilisation
2.1.1.4. Conductivité électrique

Elle a éé déterminée par un conductimeétre de type PHYWE selon la norme (NF X 31-
113), celle-ci repose sur |” extraction des selsd’ un échantillon de terre, solubles dans|’ eau, dans
des conditions bien définies et dans un rapport 1/5 (AFNOR, 1987).

2.1.1.5. Evaluation de taux de carbone organique

Le dosage sefait par la méthode de « ANNE », selon (HENIN et al, 1969) le principe de
cette manipulation repose sur I’oxydation du carbone organique en CO2 par Un mélange de
bichromate de potassium et I’ acide sulfurigue a chaud ; I’ exces de bichromate est titré a froid

par une solution de sel de Mohr.

Nous avons introduit 2g de sol (fraction fine) dans les ballons de 250 mL avec 10 mL de
la solution de bichromate de potassium a 8% et 15 mL d’ acide sulfurique concentré. Puis les

ballons sont portés a ébullition douce pendant 5 mn.

Apres refroidissement, la solution est transvasée dans une fiole de 250 mL et gjusté avec
leseaux deringage. Une aliquote de 20 mL a été prélevee additionnée de 200 mL d’ eau ditillée,

d’ une pincée de fluorure de sodium (NAF) et de 4 a5 gouttes de diphénylamine.

— Lebichromate en exces a éétitré afroid al’ aide d’ une solution réductrice de sel de Mohr.
— Ledosage du témoin donne un volume du témoin (V1) de solution réduite (sel de Mohr).
— Ledosage del’ échantillon donne volume de I’ essai (V) de solution réduite (sel de Mohr).

Lateneur en carbone organique pour 100g de sol est donnée par laformule suivante :

(V- VE).0,615.10.100
p

%C=
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Avec:

% C : pourcentage de carbone organique (%0).

V7 : volume du témoin (mL).

Ve: volumedel’essai (mL).

p: prised essai (Q).

2.1.1.6. Evaluation du taux dela matiére organique

On admet que le carbone représente 58% de la matiére organique totale. Le pourcentage
de la matiére organique peut étre donc exprimé par laformule suivante :

% MO =1,72. C%

AvVec:

% MO : pourcentage de la matiére organique du sol ;

% C : pourcentage de carbone organique.

2.1.2. Dénombrement dela microfloredu sol

Un dénombrement de la microflore bactérienne et fongique a été effectué dans le but de
connaitre |"'impact de cette derniére sur la biodégradation des polluants ains que sur les

différentsinocula.

Afin de dénombrer la microflore bactérienne présente dans notre échantillon, nous avons
procédé a une culture sur gélose LURIA BERTANI (LB), pour cela, une série de dilution
décimale variant de 10! 210 a é&té effectuée (figure 11). Aprés 18h a24h d'incubation 430°C,
les colonies obtenues sont dénombrées a I'aide d'un compteur de colonies de type FUNKE
GERBER.

Pour le dénombrement de la flore fongique, nous avons procédé a une culture sur milieu

Sabouraud a 25°C, pendant 3 a5 jours.
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Selon MARCHAL et BOURDON (1982), le nombre de germes est déterminé en cal culant
la moyenne arithmétique des résultats obtenus et en tenant compte des facteurs de dilution,

sdonlaformule:
N=(n/d).v

Avec:

N : Nombre des microorganismes en UFC/mL ;
n : Nombre des colonies dénombreées ;

v : Volume prélevé (mL) ;

d: Dilution.

La figure suivante montre les différentes étapes du dénombrement de la flore totale du

sol.

e e

= 10g sol20ml cau
Ag itation L ! 1 physiolagigue
JL

Décantation __ -

——1 HUSPONEION Mers
1 ml
1 mil

dlilution - om o me w ww wm
o i =i L o
Dénombrement
sur LB
' ICEM 2448 h
Dénombrement

sur Sabouraud
25°C /3-5j

Figure 11 : Schéma de la méthode de dénombrement de laflore totale du sol.

2.2. Vérification dela pureté des souches
En premier lieu, nous avons procédeé alavérification de la pureté des souches recues du
laboratoire de microbiologie de 'UMMTO ; celle-ci a été réalisée en se basant sur quelques

tests morphol ogiques, physiologiques et biochimiques.
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2.2.1. Aspect macroscopique
L’ observation de |'aspect macroscopique des colonies permet d'effectuer une premiére

caractérisation, avec une orientation possible des résultats au cours de I'identification. D’ apres
JOFFIN et LEYRAL (2006), les criteres d'identifications macroscopiques sont :

— Laformedescolonies: rondes, irréguliéres, ovale, dentelée;

— Lachromogenes: couleur delacolonie;

— L’éévation : convexe, concave, plate;

— L’opacité: opaque, translucide ou transparente ;

— Lasurface: lisse, rugueuse, seche, dentelée;

— Laconsistance : visgueuse, crémeuse ;

Cette observation s est faite alaloupe binoculaire au grossissement x 40.

2.2.2. Aspect microscopique
2.2.2.1. Coloration de Gram

C'est une double coloration qui nous permet de connaitre la forme, |'arrangement, la
pureté ains que la nature biochimique de la paroi des cellules purifiees (MARCHAL et
BOURDON, 1982)

2.2.2.1.1. Préparation del’échantillon

— Etalement

Déposer une colonie bactérienne sur une lame en verre préalablement dégraissée qui
contient une goutte, étalée en une couche mince et homogeéne.

— Séchage

Faire passer le frottis au-dessus de la flamme.

— Fixation
Lefrottis est fixé par lachaeur par le passage 4 a5 fois dans laflamme.

2.2.2.1.2. Coloration du frottis
— Recouvrir lefrottis avec le violet de gentiane qu’on laisse agir 1 mn ;
— Reeter le colorant et recouvrir avec le lugol qu'on laisse agir 1mn ;
— Deécolorer al’acool pendant 30 secondes;;
— Rincer al’eau courante pour neutraliser I’ action del’acool ;

— Recouvrir lefrottis avec de lafushine et laisser agir 1mn ;
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— Lavageal'eau;

— Sécher et observer al’immersion (Gx1000) ;
» Lecture

— Les bactéries Gram+ apparaissent en rose.

— Les bactéries Gram-apparaissent en violet.

2.2.2.2. Recherchede spores

La coloration au vert de Malachite permet, en plus de I’ observation de la morphologie
cellulaire, de déterminer la présence ou I’ absence de spores (DELARRAS, 2008).

Elle sefait selon les étapes suivantes :

— Fixer lefrottisalaflamme. Traiter avec le vert de malachite pendant 1n chauffant jusqu'a
eémission de vapeurs;;

— Laver al’eau courante ;

— Recouvrir avec la safranine pendant 5 mn ;

— Laver al’eau courante ;

— Sécher et |’ observer al’immersion au grossissement X 1000.

Les spores sont colorées en vert et le corps bactérien en rouge.

2.2.3. Testsbiochimiques
L estests biochimiques permettent en général de distinguer |les espéces, méme étroitement
apparentées entre elles (TORTORA et al., 2003).

2.2.3.1. Recherchedela catalase

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et
anagrobies facultatives. Lafonction principale de |a catalase dans les cellules est de prévenir
I'accumulation de niveaux toxiques de peroxyde d'hydrogéne (H202) formé comme sous-
produit de processus métaboliques. Elle catal yse la conversion du peroxyde d'hydrogene en
eau et en oxygene qui se dégage selon :

H202 — H20 + %202
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Le test consiste a mettre en contact sur une lame une goutte d’ eau oxygéenee avec un

fragment d’ une colonie bactérienne.

La lecture se fait instantanément avec |’ apparition d’ un dégagement gazeux sous forme

de bulles qui révéle une catal ase positive.
2.2.3.2. Recherchedel’ oxydase

C’ est une enzyme de la chaine respiratoire fonctionnant avec le cytochrome C ; Pour sa
mise en évidence, un disque imprégné d’' oxalate de diméthyle paraphenylene diamine est mis
dans une suspension d’' eau physiologique (MARCHAL ET BOURDON, 1982).

L’ apparition immédiate d'une coloration violette indique que la souche est oxydase

positive.

2.2.3.3. Recherchedela coagulase
La mise en évidence de la coagul ase libre permet |a différenciation des espéces du genre
Saphylococcus. En effet, seule I'espece Saphylococcus aureus peut posseder cette enzyme qui
joue un réle important dans le pouvoir pathogene de la bactérie (PHILLIPS et KLOOS, 1981).
La coagulase libre est une enzyme capable de coaguler le plasma de lapin, recueilli sur
anticoagulant, in vitro.

Coagulase
Fibrinogene + H20 — Fibrine qui se polymérise + peptides

» Principe

— Dans un tube a hémolyse, déposer :

« 4 gouttes de plasmahumain ;

e 4 gouttes de culture en bouillon coagulase, agité ;

- Placer le tube a hémolyse au bain-marie a37°C ou al’ étuve a 37°C.

- Observer a partir de 30 minutes et jusqu’ a 24 heures.

La prise en masse du contenu du tube et la coagulation du plasmaindique que la souche

est coagulase libre + (Orientation vers Saphylococcus aureus).
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2.3. Conservation des souches purifiées

Afin de conserver les souches purifiées, celles-ci sont ensemenceées par la méthode des
stries sur gélose nutritive inclinée en tubes. Apres incubation a 37°C pendant 18h a 24h, les
tubes dans lesquelsil y a eu une croissance sont bouchés et conservés a4°C pour une durée de
1 semaine, en faisant des repiquages successifs afin de garder ces souches viable le plus
longtemps possible (MARCHAL et BOURDON, 1982).

2.4. Méthodologie de bioremédiation

L'activité microbienne est |e principa mécanisme responsable deladégradation des esters
de phtalates dans le sol et les sédiments, elle est plus efficace en conditions d’ aérobie que
d’ anaérobie (YUAN et al., 2002). Ceci S applique aussi au chrome d apres DESJARDIN
(2002). Afind’ éudier le processus de bi oremédiation des polluants, nous avons procédé comme
suit :

e Préparation des échantillons de sol et |es substances polluantes ;
e Pollution des échantillons de sol préparés

e Adaptation des souches bactériennes aux polluants ;

e Préparation desinocula;

e Biocaugmentation des échantillons de sol.

Pour cela, nous avons testé |” aptitude de ces souches bactriennes a la biodégradation des

phtalates et du chrome dans le sol.

Cetest est réalisé aprés une adaptation dans un milieu artificiel (milieu de culture (MSM)

constitué uniquement de minéraux additionné du polluant qui serait la seule source de carbone..

Nous avons aussi éudié I'impact de différents paramétres influengant |a dégradation du
DnOP présent dans le sol par les souches adaptées. Nous avons varié certains parametres tels

gue le type del’inoculum et |a présence d’ autres polluants (WANG, 2009)

En plus des tests de bioremédiation réalisés avec des inocula préparés uniquement avec
la culture d’'une seule souche bactérienne (Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Bacillus
cereus ATCC10876 ou Staphylococcus aureus ATCC43300), nous avons evaué |’ effet de la
combinaison des deux souches Bacillus cereus ATCC10876 et Saphylococcus aureus
ATCC43300 sur I’ évolution du taux de biodégradation.
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Nous avons aussi évalué la possibilité d’une dégradation du DnOP par des réactions
chimiquestelles quel’ oxydation et I’ hydrolyse, une expérience de contrdle stérile a été réalisée
par passage a l'autoclave dans un milieu mixte d’ esters d’ acide phtaliques ( EAP ) pendant 25
min a 121°C. Une faible dégradation a été observée ce qui suggere que la perte abiotique des
EAP peut étre négligée au cours de cette étude (ZENG, 2003).

L'humidité du sol était ajustée par pesee et addition d'eau distillée stérile en cas de besoin.
L'aération du sol était assurée par agitation manuelle de maniére hebdomadaire pendant toute
la période d'essal

En fin de traitement il a été effectué une estimation des différents paramétres notamment

le pH, le taux d'édimination des polluants ainsi que la flore bactérienne évaluée par simple

dénombrement sur gélose LB.

2.4.1. Préparation des échantillons du sol
Le prélévement du sol a été réalisé a une profondeur de 20 cm. Les échantillons du sol
réceptionnés au niveau du laboratoire ont été sechés al’ air libre pendant 48 heures et tamisés a

5 mm puis a2 mm de diametre afin d’ éliminer les éléments grossiers et les débris organi ques.

Le sol a été réparti en vingt échantillons de 100g, dont certains sont stériles et d autres

non stériles. Ils ont é&é conditionnés dans des flacons en verre stériles et non stériles.
Laméthode de préparation des échantillons a é&é détaillée comme suit
2.4.1.1.S0l pollué non stérile (SNS)

Pour la préparation des échantillons de sol pollué par le DnOP et e Chrome nous nous
sommes référés alaméthode utilisée par WANG (2009).

Le sol a été réparti en dix échantillons, dont cing sont pollués par le DnOP et les cing
autres par le DnOP + Cr V1.

La pollution avec le DnOP s est faite apres |’ avoir dissout dans de |'acétone puis dans

I’ eau pour une concentration finale en DNOP de 1,0 g /kg de sol sec.

L’ addition du Chrome s est faite a travers |I’gjout de K>CrO4 dissout dans I’ eau pour

obtenir une concentration finale de 1.8g de Cr/kg de sol.

Apres avoir soigneusement mélangé avec une spatule en acier inoxydable, les pots de

sol sont exposés al’air libre pendant 24 heures afin de permettre I’ évaporation de I’ Acétone.
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24.1.2. Sol pollué stérile (Sal st)

Dansle but de préparer ces échantillons, le sol est réparti dans des flacons puis stérilisés
par autoclavage (20 mn a 120°C,) trois fois successives avec des intervalles de temps de 24
heures pour éiminer laflore du sol (OTTON et al., 1994). Le polluant a été introduit a travers
un filtre d’'un diametre (@) de 0.45p.

2.4.1.3. Sol témoin

Ce sont des échantillons de sol stérile et non stérile, pollués par le DnOP ainsi que par le

DnOP + Cr VI non inocul és par nos souches bactériennes.

Les échantillons de sol stérile non inoculés ont été utilisés comme témoins pour mesurer
toute dégradation ou perte de produits chimiques qui n'est pas due a une dégradation
microbienne. Quant aux échantillons de sol non stérile, ont été utilisés comme témoins pour
mesurer toute dégradation des polluants due a la microflore du sol (OTTON et al., 1994).

2.4.2. Adaptation des souchesala pollution

L’ adaptation des souches bactériennes aux deux polluants (DnOP et Cr V1) s effectue

comme suite :

- Lancer une culture sur bouillon nuitritif liquide (BHIB) des souches conservées sur GN ;

- Incuber les cultures a 37°C pendant 24 heures, la poussée se manifeste soit par un trouble.
A partir de ces cultures, faire une centrifugation & 3000 t/mn pendant 10 minutes ;

- Récupérer les culots apres avoir effectué trois lavages successifs pour s assurer de
I’ élimination compléte du milieu de culture ;

— A partir des culots récupérés, ensemencer dans des tubes de MSM de concentration faible
de polluant (voir figure 12). Incuber a 37°C pendant 24 a 48 heures sous agitation ;

- Prélever 1 ml de la suspension bactérienne des tubes précédents puis ensemencer dans
des tubes MSM a concentration plus éevé du polluant. Répéter avec différentes
concentrations du polluant (DnOP : C1= 100 mg/L ; C2= 250 mg/L ; C3= 500 mg/L ;
C4=1000 mg/L. /Cr VI : C1= 200 mg/L ; C2= 500 mg/L ; C3= 1000 mg/L ; C4=1800
mg/L) ;

— A partir de laderniére culture de MSM ensemencer sur tubes de GN inclinée, incuber a
37°C pendant 24 heures puis les conserver a4°C.

La figure 12 schématise le procédé d  adaptation des souches bactériennes aux polluants

dans un milieu liquide.
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Souche bactérienne (B.cereus/P.aeruginosa/S.aureus)

Lo

Ay
i1 11

C1 C2 C3 C4 Coservation sur
MSM+DnOP GHN incling 3 4°C
MSM+DnOP+Cr

Figure 12 : Procédé d adaptation des souches bactériennes sur milieu liquide pollué.
2.4.2.1. Préparation del’inoculum

L'inoculum utilisé lors de la bioremédiation du sol pollué est une culture bactérienne a
base de souches appartenant respectivement aux genres Staphylococcus sp, Bacillus sp et
Pseudomonas sp. La préparation de I'inoculum consiste a un pré-enrichissement sur bouillon
BHIB a 37°C pendant 18 a 20 heures, des souches adaptées et conservées sur milieu gélose
nutritive (GN).

Nous avons effectué des repiquages sur MSM puis sur LB, ceci jusqu’ a obtention d’ une
biomasse bactérienne ayant une densité optique (DO) égale a 0,9 a une longueur d ondes de
620 nm.

2.4.2.2. Sol bioaugmenté

Il correspond aux échantillons de sol pollué stérile (SPst) et non stérile (SP) auxquels on

a gouté un inoculum de différentes souches bactériennes dans des conditions stériles :

- Des échantillons de sol pollué (Sol st et SNS) bioaugmentés par un inoculum d'une souche
bactérienne de Bacillus cereus ATCC10876 ;

- Des échantillons de sol pollué (Sol st et SNS) bioaugmentés par un inoculum d'une souche
bactérienne Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 ;

- Des échantillonsde sol pollué (Sol st et SNS) bioaugmentés par un inoculum d'une souche
bactérienne Staphyl ococcus aureus ATCC43300 ;

- Des échantillons de sol pollué (Sol st et SNS) bioaugmentés par un inoculum d'un
consortia Staphyl ococcus aureus ATCC43300 et Bacillus cereus ATCC10876.
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Lafigure 13 caractérise les différentes étapes de bioremédiation d'un sol pollué.

Inoculation d’ une culture bactérienne de
1,5 mL standardisée aune DO de 0,9 4620

/\

Sol pollué stérile

Sol pollué non sté&rile

\ 4

Sol pollué non
inoculé (témoin)

\ 4

Consortium Sol pollué par le
DnOP et inoculé

|

Sol pollué par le
DnOP + Cr et inoculé

S aureus ATCC43300

B.cereus ATCC10876

DnOP B.cereus ATCC10876 + P. aeruginosa ATCC27853
Saureus ATCC43300 + DnOP
DnOP B.cereus ATCC10876 +
+ Cr Saureus ATCC43300 + DnOP
+ Cr

A

Incubation & 37°C pendant 40
jours, aération hebdomadaire

Figure 13 : Procédé de bioremédiation du sol pollué par le DnOP et le Cr VI (WANG, 2009).
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2.4.3. Dosagedes polluants
2.4.3.1. Extraction et analyse du DnOP

L’ extraction de DnOP a été effectuée selon la méthode d'extraction solide-liquide citée
par XINHONG (2009).

Cette méthode consiste a mettre un échantillon de sol (10 g) avec 20 mL de
dichlorométhane en agitation pendant 30 min a 200 tr/min, ensuite |'extrait est recueilli apres
centrifugation. Le processus est répété deux fois.

Les extraits recueillis sont méangés dans |le méme bécher et soumis a évaporation sous
la hotte. Enfin, le dépbt du polluant organique a été pesé.

Le poids du DnOP est donné selon laformule suivante :
m DNnOP = m1—mo

Avec:

m DnOP : Poids du DnOP

mo : Poids du bécher vide

my : Poids du dépdt apres évaporation

Une autre pourrait ére utilisée pour I'extraction et I'anayse du DnOP, qui est de

soumettre les échantillons de sol pollués al’infra-rouge (IR).

Lafigure suivante résume les différentes étapes de I’ extraction du DnOP.

48



Matériel et méthodes

Echantillon de sol pollué par |e DnOP aprés 40
jours d’incubation. (10 g de sol)

(—

Addition de 20 ml de Dichlorométhane

(—

Agitation 30 mn a 200 tr/mn

—

Centrifugation

Soumissionduculota | ___N| Récupération del’extrait
une 2™ extraction —/ dans un bécher

Evaporation du solvant sous la
hotte

Pesée du dépot

Figure 14 : Protocole d’ extraction du DnOP (WANG, 2009).
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2.4.3.2. Dosage du chrome

La méthode usuelle de détermination du chrome est la méthode du Diphénylcarbazide.
Cette méthode est considérée comme la plus sensible et la plus sélective par rapport ad’ autres
méthodes comme celle du chromate et d' EDTA (voir annexe V).

Dans un milieu acide le diphénylcarbazide réagit avec le chrome (VI) donnant un
complexe violet qui est a base de cette méthode. On peut aussi |” appliquer pour déterminer le

chrome (111) apres son oxydation dans un milieu acide par un agent oxydant (K2S;0g, H20x,...).

Sachant que I’ absorbance de la solution varie avec I’ acidité du milieu, il faut que le pH
soit aux environs de 1(le pH optimum) par I'addition de I’acide sulfurique (0.05-0.1M)
(DESJARDIN, 2002).

Lalimite de détection de cette méthode est de 0.8 mg/l (CEAE du Québec, 2010)

2.4.4. Analysedel'activité enzymatique

D’ aprés WANG (2009), I’ activité de la catalase est considérée comme un bio-indicateur
delapollution du sol. Elle a é&té étudiée afin de déterminer I’impact des polluants sur |’ activité

microbienne.

La méthode d’ estimation de I'activité de |a catalase, est basée sur la mesure du taux de
disparition H2O> comme décrit par LEE et al. (2007).

Un échantillon de sol séché al'air (2 g) a éé mélangé avec 10 ml d'eau distillée et 5 ml de
H202 0,3%. Apreés agitation pendant 20 min, 5 ml de H2SOsa 1.5 M aétéintroduit pour terminer

laréaction. Le mélange a été ensuitefiltré et lefiltrat a ététitré avec du KMnO4 20,02 M.
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1. Caractéristiquesdu sol

Nous avons procédé a un tamisage du sol (2 mm), aprés séchage des échantillons prélevés
sur un site non pollué par des déchets plastiques ou métalliques. La fraction supérieure

constituée de cailloux et graviers, n'est ni un réservoir de pollution ni de nutriments.

La fraction inférieure a 2 mm est celle communément utilisée dans la littérature pour la
caractérisation physico-chimique, microbiologique et |a biodégradation des polluants dans le

sol. Des pertes biotiques et abiotiques du sol pollué ont été prises en considération.

1.1. Caractéristiques physico-chimiques du sol
D’ apres les anal yses effectuées sur ce sol, |es principales propriétés ont été répertoriées
dans |e tableau suivant :

Tableau XI : Caractéristiques du sol étudié.

Caractéristiques Valeurs

Humidité (%) 22,52 %

pH 7,23

Conductivité (us/ pmho) 34,28.10°

Granulométrie (%) Argile: 59,71%, Limons : 34,02%, Sable: 6.27%
C (%) 2,4%

MO (%) 4,128 %

Microflore bactérienne (UFC/g sol) 2.10°

Microflore fongique (UFC/g sol) 40

1.1.1. Granulométrie

L’analyse granulométrique montre une prédominance de la fraction argile (59,71%),
dans notre échantillon de sol.

Selon DOVET (1996), la fraction d’ argile est une source d’ é éments nutritifs, assurant
aux microorganismes du sol ladisponibilité des nutriments et de |’ eau. La bonne proportion en
argile dans notre sol affecterait donc positivement I’ activité microbienne.
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1.1.2. Humidité

Les échantillons de sol étudiés sont caractérisés par une humidité relative de 22,52 %.
Selon DAVIS et MADSEN (1996), ainsi que BALLERINI (1999), des taux d’ humidité de sol
inferieurs a 2% limitent la croissance microbienne et les vitesses de biodégradation. On peut

dire donc que pour notre sol I”humidité ne sera pas un facteur limitant.

1.1.3. Conductivité électrique et pH du sol

Les échantillons de notre sol sont caractérisés par une conductivité électrique d ordre de
34.28.10° us/ pmho.

Lamesure du pH de I'eau (pH ) Met en évidence I'activité des ions HsO™ présents dans
le surnageant de la phase agueuse. Dans notre cas, le pH est de 7,18, qui est dans la marge
optimale et favorable a la biodégradation des polluants selon plusieurs auteurs (LECOMPTE,
1995 ; BATTLE et NFESC, 1996 ; BALLERINI, 1999 ; COMEAU, 1999).

D’aprés GABET (2004), I’ activité microbienne est trés affectée par le pH, il doit étre
comprisentre 5 et 9. En outre, le pH recommandé pour une biodégradation optimale se situe
entre 7 et 8 qui favoriserait la croissance des bactéries et des champignons (LEAHY et
COTWELL, 1990 ; THOMAS et LESTER, 1993).

Dansle cas de notre sol un gjustement de pH n’ est pas nécessaire, par conségquent lamise

en place des procédés de bioremédiation est possible.

1.1.4. Eléments carbonés

Lestaux de carbone et de matiére organique présents dans nos échantillons de sol pollué
sont de 2,4 % et de 4,128 % qui permettraient la croissance des microorgani smes présents dans
lesol.
1.2. Analyses microbiologiques du sol
1.2.1. Dénombrement dela microflore bactérienne

Les résultats obtenus pour le dénombrement des colonies bactériennes sur gélose LB est
de I’ ordre de 2.108 UFC/g et de 40 UFC/g pour lamicroflore fongique, elle est de Cette teneur
est satisfaisante, on peut donc sattendre a une bonne dégradation des polluants.

En effet le sol étudié présente une flore autochtone satisfaisante, vu que la norme exige
une teneur supérieure ou égale a 10° germes/g de sol (BATTELE et NFESC, 1996). Nos
résultats nous permettent d'avancer que ce sol pourrait étre traité par des procédés biologiques

en utilisant sa propre flore microbienne dite « flore indigéne».
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Plusieurs auteurs ont débuté des traitements avec un nombre initial en microorganismes
dépassant 10° germes /g de sol, ¢’ est le cas de STAPLETON et al., (1998), ERIKSSON et al.,
(2001) et MARGESIN et SCHINNER (2001), qui ont travaillé avec un nombre de germes
initial, respectivement, de 6.5 10’ UFC/g de sol, de 2.3 10’ UFC/g de sol et de 1.1 10° UFC/g
de sol.

1.3. Vérification dela pureté des souches bactériennes utilisées
Les résultats obtenus des différentes techniques appliquées sur nos souches bactériennes,

ont permis de confirmer |a pureté de ces derniéres énumérées dans le tableau suivant :

Tableau XII : Caractéeres morphologiques et biochimiques des souches utilisées

Aspect Présence Coa
Souches _ Gram | Arrangement Catalase | Oxydase
macroscopique de spores gulase
Colonies rondes,
blanches, :
Longs bacilles | Endospore
Bacillus cereus opaques, ” s court " ) 0 0
i + acourtes ovale non + - -
ATCC10876 brillantes, _
contours chaines déformante
irréguliers,
CONVEXes.
Grandes colonies
Pseudomonas | . ., . . :
_ isolées, bombées Petits bacilles
aeruginosa A o
_acontour () | isolésouen | (-) +) @ | o
ATCC27853 irrégulier et ) _
production de diplo bacilles
Pyocyanine
Saphy! Colonies lisses,
ococcus .
ap rondeS, bomb%s, Cocci groupés
aureus opaques, (+) (-) (+) (-) )
. 3 en amas
ATCC43300 pigmentees en
jaune
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Lafigure 15 montre I’ aspect microscopique des différentes souches bactériennes utilisées

Figure 15 : Aspect microscopiques des souches bactériennes observé au microscope optique
(GX1000) ; (a: Pseudomonas aeruginosa ; b : Bacillus cereus ; ¢ : Staphyl ococcus aureus)
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2. Testsdebiodégradation

Afin d estimer la capacité de certaines souches a dégrader le DnOP et le Cr VI aprés une
étape d’ adaptation, nous avons procédé a des tests de biodégradation par bio-augmentation de
sol pollué artificiellement.

2.1. Etude dela biodégradation dansle sol (microcosme)

Nous avons étudié I'impact de certains paramétres comme le pH, la nature du polluant et
de I’'inoculum sur la dégradation du DnOP et laréduction du Cr VI.

2.1.1. Analysedel’ évolution du pH
2.1.1.1. Effet du pH sur lafloreindigéne du sol
Les résultats obtenus de |’ évolution du pH dans un sol pollué (stérile et non stérile) non

inocul é sont schématisés dans lafigure 16.

9 -

y
7,5 -
'
6,5

Sol st+DnOP ~ SNS+ DnOP Solst+  SNS+(DnOP+Cr SNS+CrVI  Sol st+Cr VI
(DnOP+Cr V1) VI)

pH

M pH initial

Echantillons de sol H pH final

Figure 16 : Effet de |’ évolution du pH sur lafloreindigene dans les échantillons de sol pollué.
Afin d'étudier I'impact du pH sur la flore indigéne dans les microcosmes de sol pollué

stérile et non stérile, le pH a éé mesuré en conditions initiales et finales (avant et apres
incubation).
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En premier lieu, on constate que le chrome éant de nature acaline (pH initia = 8,63) a
tendance a augmenter le pH du sol, par conséquent, le sol pollué avec le DnOP associé au
chrome présente un pH plus éevé que le sol pollué uniguement avec le DnOP.

Onremarque aussi, unelégere baisse du pH apresincubation pour le sol pollué non stérile,
qui serait due a une libération d’ acide phtalique suite a la dégradation des phtalates par laflore
indigéne (FANG et al., 2010). Ce dernier explique aussi que les intermédiaires de dégradation
de DBP accumulés dans |e milieu de culture abaissent le pH.

Lestroistests deI’ANOVA pour les échantillons de sol pollués par le DnOP ainsi par le
DnOP + Cr VI, ont donné une p-value > 0,05, donc n’il n y’a pas une différence significative

entre les échantillons. Le pH n’aurait pas d’impact sur laflore indigene.

D’aprés la figure 16, On remarque aussi, que durant I’'incubation des microcosmes
pendant 40 jours, le pH se situe entre 7,47 et 8,53, restant toujours favorables a la croissance
bactérienne (COMEAU, 1999).

2.1.1.2. Evolution du pH dansles échantillons de sol pollué par le DnOP

Lafigure suivante représente I’ évolution du pH des échantillons de sol pollués par le DnOP.

pH

8,10
7,90
7,70
7,50
7,30
7,10
6,90
6,70
6,50
QD Ni & & e o Q
o\(\ &Q/ Q}@) R \(\O &Q’Q ' {(\O\ & \(\O Q}QQ &Q,Q . ((\0\
\"Q/((\ (_)’b ‘bb 0}% ,bQ \,@/ c)’b ‘\QQO Q)SJ ,5\5 \,&'@
&\’&\ & & Q & 5 (§’ & N & \)c}“" (\OQ
! R .
& o R Q¥ @ o QX ~ &2 S
2 53 B 0(\0 Q,SJQJ & Qoo & o 0\9
x N Q X Qv X S
& 8 A
Qo (,)O o(\
Y S
E &
3 [e) R .
) M pH initial ® pH final

Echantillons de sol

Figure 17 : Evolution du pH des échantillons de sol pollué par le DnOP
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Afin d’analyser le pH des différents échantillons de sol en conditions initiales et finales,
Le test de ’ANOVA a donné une p-value > 0, 05 (voir annexe VI, figure 6). Donc, le pH des
échantillons de sol pollué par e DnOP ne présentent pas de différence significative.

En analysant la Figure 17, le pH du sol non pollué est pratiqguement le méme du fait de
I" absence d’ une activité bactérienne significative, alors qu’ elle a éé stimulée dans le sol pollué
par le DnOP, éant utilisé comme substrat carboné.

On note aussi une |égéere baisse du pH final dans |les échantillons de sol, ce qui serait di
a l'accumulation de produits intermédiaires comme I'acide phtalique et |'acide
protocatechuique libérés lors de la dégradation des phtal ates, comme cela a été cité par WANG
et al. (2003). On peut donc supposer qu’il y a eu déminéralisation compléte d’ une fraction de
ce polluant en COz et H20 (LIANG et al., 2008).

Lagamme de pH initial est de[7,49 - 7,84] et pour le pH final, elle est de [7,30 - 7,61],

qui restent favorables al’ activité bactérienne.

2.1.1.3. Evolution du pH dansles échantillons de sol pollué par le DnOP et le Cr VI

Lafigure ci- dessous représente I’ évolution du pH des echantillons de sol pollués par le DnOP

etleCrVI.
8,80
8,60
8,40
8,20
8,00
I
S 7,80
7,60
7,40
7,20 I
7,00
& > :
& & ooc;b e‘}%\ &o\(\ °\<\\ 6\0\ & & 004} QJ&\ @0\(\
> ¢ N < 2 & o » ¢ ) & &
2 © & N <8 <& & G & Sid 2 "
o X KON S SN
XN G e o > N X QT <
kS RO & & S SERPECRIR & &
4 < ¢ N > K ) 5 £
3 Qo @ > Q ) o o < \g L
N ) Qx o« o Q(\ O Q \X x\
S 3 < S & x NS R S
& & e S N
%g; X 9 S & O M pH initial
& § O
& ) & pH final
N Echantillonsde sol o

Figure 18 : Evolution du pH des échantillons de sol pollué par le DnOP et le Cr V1.
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Afin d’analyser I’ évolution du pH des échantillons de sol pollué par le DnOPet le Cr VI,
le test de ’ANOVA a été effectué et a donné une p-value < 0,05. Il y’a une différence
significative du pH entre les échantillons de sol (voir annexe V11, figure 7).

Les échantillons de sol pollués par le DnOP et le Cr VI présentent un pH initial plus élevé
gue le pH final (voir Figure 22), ceci serait di al’gout du Cr VI qui présente un pH de 8,63
(cas del’ échantillon du SNS+Cr (témoin)).

Le test complémentaire de Neuwman-keuls a classe les échantillons de sol en deux

groupes homogeénes (voir figure 7 del’ annexe V1I).

Selon JIN et al. (2011), cette légere augmentation de pH n’'aurait pas un impact sur

I’ activité des souches inocul ées, car I’intervalle de pH de nos souches est comme suit :

— Bacilluscereus: 4,35-9,3 (KRAMER et GILBERT,1989) ;

— Pseudomonas aeruginosa: 6 - 9 (RAHMAN et al., 2005) ;
— Saphylococcusaureus: 4,2 - 9,3 (LE LOIR et al., 2003).

2.1.2. Analysedu taux de dégradation du DnOP et deréduction du Cr VI

2.1.2.1. Analyse du taux de dégradation du DnOP et de réduction du Cr VI dans un sol
pollué non inoculé

Lafigure 16 montre I’impact de la flore indigéne sur les polluants présents dans e sol utilisé.

16

14

12

10

?JII I

Sol non stérile+(DnOP+  Sol non stérile+DnOP  Sol stérile+(DnOP+ Cr VI) Sol stérile+DnOP
Cr Vi)

Taux (%)

Echantillonsde sol M taux de dégradation du DnOP

M taux de réduction du Cr VI

Figure 19 : Evolution du taux de dégradation du DnOP et de réduction du Cr VI dans un sol
pollué stérile et non stérile.
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Nous remarquons que la dégradation du DnOP dans le sol stérile est tres faible,
contrairement au sol non stérile, montrant que la dégradation est dépendante des
microorganismes présents dans le sol, ceci a été confirmé par ZHOU (2005). Ce trésfaible taux

noté dans e sol stérile non inoculé est di a une perte abiotique selon ZENG (2002).

Suite au méme constat, WANG (2009) explique que la dissipation du DEHP par photo-
oxydation et la volatilisation pourrait ére négligeable du fait que le DEHP est une substance
faiblement volatile avec une tres faible pression de vapeur.

Le DEHP pourrait ére utilisé par la flore indigene comme une source de carbone et
d'énergie ; la biodégradation devrait étre I'une des principal es voies de sa dissipation (WANG,
2015). Cerésultat est de méme pour le DnOP vu qu'il possede les mémes caractéristiques que
le DEHP.

WANG (2015) suggere qu'il y aurait un processus d'adaptation pour les micro-

organismes indigénes pour dégrader et utiliser les polluants comme source d’ énergie.

Ceci aété confirmé par letest del’ ANOVA qui adonné une p-value < 0,05, donc il existe
une différence significative entre le taux de dégradation du DnOP des échantillons de sol stérile
et non stérile, le test complémentaire de Neuwman-Keuls a classé les échantillons de sol en
deux groupes homogenes (voir figure 1 de |’ annexe V).

Concernant laréduction du Cr VI, les expériences avec du sol préalablement stérilisé ou
non, ont montré qu'’il y avait une assez faible participation de laflore indigene au processus de
réduction du Cr VI (DESJARDIN, 2002). Selon le méme auteur, ce taux de réduction est égal

a3 % dans un sol non stérile, aors que notre résultat est de 7,42 %.

Cette différence serait due a la nature du sol utilisé et son lieu de prélevement, ainsi

qu’ aux différents parameétres lors de I’incubation (pH et température).

Le test de Student a donné une p-value < 0.05, donc il existe une différence significative,
laflore indigene aun impact sur le taux de réduction du Cr VI (voir figure 2 de I’annexe VI1).
LOSI et al. (1994) ont aussi prouvé que la réduction était beaucoup plus efficace si le sol

contenait la microflore indigene.
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2.1.2.2. Analyse du taux de dégradation du DnOP et de réduction du Cr VI dans les

échantillons de sol inoculés
Les résultats de |’ analyse du taux de dégradation du DnOP et de réduction du Cr VI dans
les divers échantillons de sol utilisés sont présentés par |es graphes suivants.

2.1.2.2.1. Selon letyped'inoculum
DnOP

Le graphe ci-dessous détermine le lien entre le taux de dégradation du DnOP et le type

212211

d’inoculum.
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Figure 20 : Taux de dégradation du DnOP selon le type d'inoculum.

En analysant la figure 20, on constate que les échantillons enrichis avec les différentes

souches bactériennes présentent un taux de dégradation supérieur aux échantillons non inocul és

(témoins) (voair figure 20).
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Ce méme congtat a été fait par WANG et al. (2015) qui a obtenu un taux de dégradation
meilleur (57.5% + 9.1%), suite al’gout d’une culture bactérienne par rapport a celui obtenu
par lafloreindigéne du sol (4.2% * 2.9%).

Letest del’ ANOVA pour les échantillons de sol pollués par le DnOP et (DnOP + Cr V1),
a donné une p-value > 0,05, donc n’il n y’a pas de différence significative entre le taux de
dégradation du DnOP des différents échantillons, lesinocula présentent des taux de dégradation
presque similaires qui varient entre 46,7 % et 64,6 % pour les échantillons de sol non stérile

inoculé et entre 29,1 % et 47,8 % pour les échantillons de sol stérile inocul é.

Concernant les échantillons de sol inocul és avec un consortium (B.cereus ATCC10876 et
Saureus ATCC43300), on remarque qu'ils présentent un taux de dégradation |égerement
inférieur aux échantillonsinocul és avec une seule souche, on suppose que ceci serait di al’ effet
inhibiteur exercé par I’ une des souches bactériennes sur I autre observe suite aun test par piqure

sur gélose LB (voir figure 21).

Bacillus cereus

Staphyl ococcus
aureus
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A,

Figure 21 : Interaction entre Bacillus cereus ATCC10876 et Staphylococcus aureus
ATCC43300 par piqure sur gélose LB ((a) : interaction entre B. cereus et S. aureus par piqure
centrae; (b) : interaction entre B. cereus ATCC10876 et Saureus ATCC43300 apres 24 h
d’incubation ; (c) : aprés 72 h d’'incubation).

On constate aussi que S.aureus ATCC43300 présente un meilleur taux de dégradation par
rapport aux deux autres souches, qui est de 64,6 % pour le sol non stérile et de 47,8 % pour le
sol stérile.

Nous avons obtenu des rendements de dégradation du DnOP différents et inférieurs aux
résultats obtenus par d’ autres auteurs, ceci pourrait étre di au type de I’inoculum utilisé et/ou
alalongueur delachaine alkylée (CHANG et al., 2004).

En effet, CHOU et WRIGHT (2006), expliquent que la difficulté de la dégradation du
DEHP (ce qui est de méme pour le DnOP) serait due au fait qu’il soit un composé hydrophobe
avec une longue chaine alkyle qui pourrait étre donc fortement absorbé par la matiére
organique du sol.

Selon LIANG et al. (2008), la température, la durée d’'incubation, le pH, le type de

phtalate utilisé et de I’ inoculum peuvent influencer le taux de dégradation.
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2.1.221.2.Cr VI
Le graphe ci-dessous démontre le lien entre le taux de réduction du Cr VI et le type

d'inoculum.

80

Taux de dégradation (%)

B Sol non stérile

W Sol stérile

Echantillons de sol ®&

Figure 22 : Taux deréduction du Cr VI selon le type d'inoculum.

D’aprés la figure 22, on remarque que le taux de réduction du chrome des différents
échantillons est presque similaire. Ceci a été confirmé par letest del’ANOVA qui adonné une
p-value > 0,05 (voir figure 10, annexe VII). Donc, il n’ y’a pas de différence significative entre
le taux de réduction des échantillons de sol pollué et inoculé. On conclue que le type de
traitement n’influe pas sur le taux de réduction du Cr V1.

Le taux de réduction du Cr VI dans le sol non stérile et non inocul é est assez faible. Cela
a été observé par DESJIARDIN (2002), qui explique que la microflore indigéne n’est pas
adaptée ala présence de ce dernier.

Un tres faible taux de réduction du Cr V1 est observé dans | e sol stérile non inoculé, ceci
serait d0 a une réduction chimique en présence de la matiere organique selon le méme auteur.
Selon lalittérature, il existe dans les sols des agents réducteurs qui peuvent transformer le Cr
VI enCrlll. Il s agit de lamatiére organique et desions Fe?* .
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On constate aussi, que le taux de réduction du Cr VI des échantillons de sol non stérile et
inoculé est meilleur que celui des échantillons de sol stérile et inocul €.

LOSI et al. (1994) ont prouve gue la réduction était beaucoup plus efficace s le sol
contenait lamicroflore indigéne.

Le consortium formé par B.cereus ATCC 10876 et S.aureus ATCC43300 dans un sol non
stérile présente un taux de réduction légérement inférieur aux échantillons de sol non stérile
inocul é avec une seule souche bactérienne. On suppose qu’il y aurait une compétition entre la
floreindigéne et le consortium bactérien. Une différence du taux de réduction dans un sol stérile
et non stérile inocul € avec le consortium serait due a une inhibition entre les deux souches en
guestion (voir figure 21).

On observe gue, I’ échantillon présentant le meilleur taux de réduction est celui inoculé
avec Saureus avec un taux de 69 % pour le sol non stérile et de 56,4 pour le sol stérile.

D’apres ZHANG et al. (2013), Saureus aurait la meilleure tolérence au Cr VI que
n’importe quelle autre souche bactérienne aérobie réductrice du Cr V1.

Selon les mémes auteurs, une sous-espece de Saureus est capable de réduire le Cr VI a
un taux de 94,5 % en 120 heures & une concentration de 0,4 mM.

2.1.2.2.2. Effet delaprésencedu Cr VI sur la dégradation Du DnOP
Les résultats de I’ analyse du taux de dégradation du DnOP en présence du Cr VI sont
schématisés dans lafigure
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échantillons de sol.



Résultats et discussion

Il est bien connu que la présence des métaux lourds dans les eaux usées peut affecter de
maniére significative les performances des procédés de traitements biologiques des déchets
(CHUA et al., 1999). Cependant, on sait peu sur les effets des métaux lourds sur la dégradation
des phtal ates par les microorganismes (JIN et al., 2011).

Dans notre étude nous nous sommes intéressées a |’ étude de I'impact de la présence du
Cr VI sur labiodégradation du DnOP.

Nous rappelons que les souches bactéreiennes du genre Pseudomonas sp. et Bacillus sp.
ont prouveé leur capacité de réduction du Cr VI (DESJARDIN, 2002).

Pour déterminer I’ effet de la présence du chrome sur le taux de dégradation du DnOP, le
test de ’ANOVA a été effectué, ce dernier a donné une p-value > 0,05 (voir annexe VIII, figure
10), qui ne présente pas de différence significative entre les échantillons de sol pollués par le
DnOP et ceux pollués par le DnOP+Cr VI. Donc, le chrome n’ aurait pas d’ impact sur le taux
de dégradation du DnOP.

JN et al. (2011), ont constaté que la souche QH-6, identifiee comme étant
Diaphorobacter sp. dégrade tres faiblement le DBP en présence du Cr VI, ce taux de
dégradation est de 27,07 % en 12 heures a une concentration de 30 mg/L de Cr VI.

Selon les mémes auteurs, ce faible taux de dégradation serait di ala capacité du Cr VI a
se combiner chimiquement aux enzymes responsables de |a dégradation du DBP.

Nos résultats différent avec ceux trouves par les auteurs cités auparavant, ceci pourrait
étrelié au type de polluant utilisé qui est le DnOP, lalongueur de sa chaine alkyle, ainsi que sa
concentration et celle du Cr V1.

WANG et al. (2004), expliquent que la dégradation des phtalates est liée alalongueur de
lachaine akyle.

Onremarque aussi, d’ apréslafigure 21, que les échantillons ayant donné le meilleur taux
de dégradation du DnOP en présence du Cr V1, sont ceux du sol non stérile avec destaux allant
de 57,3 % a 72 %. Ceci pourrait étre explique par le fait qu'il y a eu atténuation de la toxicité

du Cr VI suite asaréduction par laflore indigéne.
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2.1.3. Analysedel’activité enzymatique
2.1.3.1. Effet des polluants sur I'activité de la catalase des souches présentes dans les
échantillons de sol
L’ évolution de I’ activité de la catalase en fonction du temps par titrage du KMnO, est

représentée dans la figure suivante.
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Figure 24 : Evolution de |’ activé enzymatique (catalase) en fonction du temps d’ incubation

du sol pollué non stérile.

En généra, les propriétés biologiques et biochimiques du sol sont sensibles aux
pollutions. Ces propriétés jouent un réle tres important et pourrait indiquer I'influence des

polluants sur |’ écosystéme du sol.

D’aprés TENG et al. (2010), I’ activité enzymatique du sol peut étre utilisée pour décrire

les conditions général es des popul ations microbiennes de ce sol.

Dans notre étude, par manque de moyens, nous nous sommes limitées uniquement au

suivi de |’ activité de la catalase des échantillons de sol pollué.

La catalase est une enzyme intracellulaire oxydoréductase, utilisée pour I’identification

desbactéries, elle protége lacellule des dommages causés par |e peroxyde d’ hydrogene (H205).
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Les variations de |’ activité de la catalase dans les échantillons de sol pollué lors de

I’ expérience qui aduré 40 jours sont représentées par lafigure 24.

Nous remarquons qu’en absence d’inoculum, I’ activité de la catalase a augmenté des les
premiers jours d' incubation puis une baisse a été constatée dés le 7°™ jour. Contrairement aux
échantillons de sol pollué par le DnOP et inoculé par Saureus ATCC43300 et B.cereus
ATCC10876, une baisse de I’ activité a été constatée durant les premiers jours d’'incubation et
une augmentation au 14°™ jour, suivie d’ une baisse & nouveau vers lafin du temps d’ incubation
(40°™ jour).

Cependant, I'activité de la catadlase des échantillons de sol pollué et inoculé par

P.aeruginosa ATCC27853 a augmenté | égérement au 40°™ jour.

Pour les échantillons de sol pollué par le DnOP et inoculé par le consortium formé de
Saureus ATCC43300 et B.cereus ATCC10876, une augmentation a éé constatée au 7°™ jour
suivie d’une baisse tout au long du temps d'incubation. Alors qu’en présence du Cr VI, une

augmentation n’ a été constatée qu’ a partir du 14°™ jour puis une baisse & partir du 30°™ jour.

Les échantillons de sol pollué par le DnOP + Cr VI et inoculé par P.aeruginosa
ATCC27853 et Saureus ATCC43300 ont connu une augmentation de I’ activité de la catalase
dés le premier jour puis une baisse a partir du 30°™ jour. Cependant, ceux inocul é par B.cereus
ATCC10876, I’augmentation n’'a eu lieu qu’'a partir du 7°™ jour suivie d’ une baisse rapide a
partir du 22°™ jour. Ceci pourrait étre expliqué par I’effet toxique du Cr VI nécessitant aux

souches un temps d’ adaptation

Selon ZHOU (2005), I’ activité élevée de la catalase a une phase du temps d’incubation
serait due au fait que le DnOP a agi en tant que substrat induisant ainsi une augmentation de la
biomasse microbienne, ce qui stimule I'activité de cette enzyme. Elle pourrait aussi étre
expliquée selon SHEN et al. (2005) par |’ adaptation des microorganismes du sol a ce polluant

guand le temps d’ exposition est assez long.

L’ activité de la catalase dans tous les échantillons de sol a diminué progressivement a la
fin du temps d'incubation, notre résultat est en accord avec les éudes de HERNANDEZ et
ALMANSA (2002). .

Cette baisse serait dd ala diminution de la biodisponibilité du DnOP avec le temps et son
viellissement (SHEN et al., 2005).
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D’apres le résultat du test de ’ANOVA donnant une p-value > 0,05 (voir annexe VII,
figure 11), on constate qu’'il N’y a pas de différence significative entre I’ activité de la catalase
des différents échantillons du sol pollué et inocul é, et entre ces échantillons avec le témoin (sol

non pollué) en fonction du temps.

On conclue que le DnOP n’a pas d' effet significatif sur I’ activité de la catalase, comme
celaa été confirmé par CHEN et al. (2013).

Les dérivés phtaliques comme le DEP et le DMP présentent un effet significatif, lorsque
la concentration du polluant est supérieur a 100mg/kg de sol, contrairement aux DnOP et le
DEHP qui n’ont pas d’ impact significatif sur I’ activité microbienne (LIU et al., 2009).

D’ aprées HEIPIEPER et al.(1994), le DnOP possede un coefficient octanol-eau (log K ow)

> 5, (composé hydrophobe), ce qui confirme que ce dernier est moins toxique pour les cellules.
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Conclusion et perspectives

Les phtalates ont été classés par |’ agence américaine de la protection de I’ environnement
et le centre national chinois du control environnemental comme des polluants a priorité, vu
gu’ils agissent comme des perturbateurs endocriniens causant des anomalies reproductives et
des malformations de certains organes (FOSTER, 2006 ; SWAN, 2008).

L e processus de biodégradation est un phénomene complexe et largement dépendant des
conditions influant sur I'activité bactérienne (ECKFORD et al., 2002), a savoir la toxicité des
polluants, les conditions environnementales ou la biodisponibilité des ééments nutritifs
(GABET, 2004).

L’ objectif de notre travail était en premier lieu atester la capacité de certaines souches de
laboratoire de microbiologie a dégrader les phtalates (DnOP) et le chrome (Cr VI) dans un sol
pollué artificiellement ceci apres une éape d’ adaptation de ces souches bactériennes a ces
polluants.

Différents parametres ont été étudiés tels que le type de I'inoculum et 1a présence de la
flore indigene afin de déterminer leur impact sur le taux de dégradation du DnOP et |e taux de
réduction du Cr V1.

En premier lieu, nous avons constaté que | e taux de dégradation du DnOP et la réduction
du Cr VI dans un sol non stérile et non inoculé a donné un meilleur rendement par rapport au
sol stérile non inoculé, qui aatteint 15 % pour les échantillons de sol pollués uniquement par le
DnOP, 9,36 % dans les échantillons pollués par e (DNOP + Cr V1).

Pour ce qui est du taux de réduction du chrome, il a atteint 7,42% dans |’ échantillon de
sol non stérile et non inoculé.

En ce qui concerne la dégradation du DnOP dans les échantillons de sol bioaugmentés
(inoculés), Saureus ATCC 43300 a donné le meilleur taux de dégradation du DnOP, il est de
64,6 % dans un sol non stérile et de 47,8% dans un sol stérile. Le consortium formé de Saureus
ATCC 43300 et de B.cereus ATCC10876 présente un taux |égérement inférieur au taux de
dégradation dans les échantillons de sol inocul é avec une seule souche bactérienne, ¢’ est le cas
aussi pour le chrome. Cette baisse serait due a I’ effet inhibiteur exercé par les souches de
Saureus sur les souches de B. cereus qui a été observé suite a un test de croissance sur gélose.

Saureus ATCC 43300 présente aussi un meilleur taux de réduction qui est de 69% pour
le sol non stérile et de 56,4% pour le sol stérile.

L’ analyse du pH a permis de dire que ce dernier n’avait pas d’impact sur lafloreindigéene
dans un sol pollué et non stérile et qui reste favorable a I’ activité microbienne (pH compris

entre 7,47 et 8,53). Leméme constat aétéfait pour les échantillons de sol pollué et bioaugmenté.



Conclusion et perspectives

Nous avonsvoulu savoir si laprésence d un autre polluant affectait le taux de dégradation
du DnOP.Nos résultats montrent que le chrome ne présenterait pas cet effet.
Le suivi de I’ activité enzymatique (catalase) a montré qu’ils n’y’ avait pas de différence
entre tous les échantillons et que les polluants n’ affecte pas |’ activité bactérienne.
L’ensemble de ces résultats obtenus ne constitue qu'une partie de |'étude de la
biodégradation du DnOP et du chrome dans le sol. En perspective, il serait souhaitable de

compl éter cette éude par une approche plus approfondie, a savoir :

» Optimisation des paramétres de traitement (gjout de surfactants, enrichissement par
nutriments comme |’ azote, le phosphore...€etc) ;

» Utilisation de latechnique d’ immobilisation des cellules bactériennes pour un meilleur
rendement ;

» Une analyse qualitative des métabolites issus de la dégradation des phtalates présents
dans notre sol permettrait de mieux comprendre le mécanisme microbien impliqué dans la
biodégradation.

» Utilisation d’'une culture mixte de plus de deux souches bactériennes pour tester leur
aptitude a dégrader les polluants;

> Etude approfondie des interactions entre | es souches bactériennes utilisées ;

> FEtude de I'effet de la variation de certains paramétres comme : Température
d’incubation, oxygénation, humidité, pH ;

» Anadysedel activité d autres enzymes comme : Uréase, phosphatase. .. etc.
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ANNEXE |

Composition des principaux milieux de culture utilises

—  Milieu MSM
FECIS e oveee e e e 0,01 g

CBCI2. ettt 019/ ;
KH2POe o+ v et 19/l ;
MGSOs, TH2O oo 019l
KINOB. -+ e, 059/ ;
NBCI .. et 19/l ;

Le pH du milieu est gjusté a 7, puis stérilisé a 120°C /20min.

— Milieu LURIA et BERTANI (LB)

TrYPIONE ... e 109/l ;
Extraitdelevure................coooviiiiiinnn g
NaCl . 10g/1 ;

L'eaudidtillée........ccoevvviiiiiiiiii
pH gustéa7,5 ; stérilisation a 120 °C/15mn.
Pour le milieu gélosé LB, gjout de 15 ¢/l d’ Agar.

— Eau physiologique stérile
Chlorure de sodium (NaCl)...........ccovevvnenn e, 8.59/ ;
Eaudistillée .......coviii i U;
AjustementdupH a7;
Stérilisation a 120 °C/15mn.
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ANNEXE 11
Protocole de mesure de la granulométrie

Le premier prélévement correspond au poids de |’ argile et [imon fins (apres 3minutes et

54 secondes de décantation a une température de 29C° et a une profondeur de 10 cm).

Le deuxieme prédévement correspond au poids de I'argile (aprés 8 heures de

sedimentation a une profondeur qui dépend de latempérature de la suspension).

- Détermination du facteur de correction di a |’ héxametaphosphate de sodium :
- Agiter I’ éprouvette contenant seulement la solution d’ héxametaphosphte de sodium et
faire un préévement ala pipette robinson.

- Mettre le volume prélevé dans une capsul e tarée et faire secher al’ éuve a 105°C.

- Détermination de la fraction supérieure 20,05
- Remettre en suspension les particules par agitation
- Superposer deux tamis de maillesa 0,2 mm et 0,05 mm.
- Récupérer le contenu de chague tamis dans une capsule taré al’ aide de jets de pissette
et fairesecher al’ étuve a105°C. Letamisde maille égalea0,2 mm contiendrales sables

grossiers, le tamis de maille égale a 0,05mm contiendra les sables fins.

- Détermination de la fraction inférieure a 0,05mm (Limons grossier)
- Ajuster au volume de 1000 ml de I’ eau distillée la fraction inférieure a 0,05 récupérée
apres tamisage.
- Agiter I’ éorouvette et prélever rapidement cette fraction ala pipette de Robinson.

- Récupérer e contenu de |la pipette et sécher al’ étuve a 105°C.

En considérant que les prélevements sont de 20 ml, que le poids de laprise d’ essai est de
15 g et que le volume total de la suspension est de 1000 ml, ceci en tenant compte du facteur
de correction 100/100-H, et par la différence avec | e poids de la capsul e vide, nous déterminons
les poids suivants :

P: prised essal.
P1 : poids des argiles, limonsfins et I’ héxamétaphosphate de sodium.
P2 : poids des argiles et |I” héxamétaphosphate de sodium.

P3 : poids d’ héxamétaphosphate de sodium.
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P4 : poids de sables fins.

P5 : poids de sables grossiers

P6 : poids d’argile, limons fins, limons grossiers et I” héxamétaphosphate de sodium.
U : volume de la pipette Robinson.

V : volume totale de la suspension soit 1000 ml

MO : pourcentage de la matiére organique

H : humidité résiduelle

CaCOs: pourcentage de CaCOz del’ échantillon (si |adécarbonatation n’ apas été réalisee,
CaCO3=0)

(P2—P3) .V . 100

% d'argile =

(P—((P/100). (MO + H + CaCO03)) . U

(PL—P2) .V . 100

% delimonsfins =

(P—((P/100). (MO + H + CaCOg)) . U

(P6—P1) .V . 100

% de limons grossiers =

(P—((PI100) . (MO + H + CaCOs)) . U

P4. 100
% de sables fins =

(P— ((P/100). (MO + H + CaCOs))

P5. 100

% de sables grossiers =

(P = ((P/100). (MO + H + CaCOs))
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ANNEXE |11

Spectre IR du DnOP et ses groupementsfonctionnels

3.0 1 4

28 7

2.6]

Absorbance

2.4 6

4

2.0

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nombre d'onde cnm?

Figurel: Spectre R duDnOP

Le tableau suivant énumere les différents Groupements fonctionnels caractéristiques du
di-octyle phtalate (DOP).

Tableau | : Les groupements fonctionnels du di-octyle phtalate (DOP).

Nombre d’onde (cm™) Mode de vibration et

N° attribution

1 2937 — 2863 Elongation de C-H

2 1722 COO (ester)

3 1468 — 1384 Déformation —C-H (CHs,

CHy)

4 1271 Elongation —-C-O

5 1121 Elongation —C-O

6 960 Déformation —-CH=CH-

7 742 Déformation (CH2),, N> 4
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ANNEXE IV

Protocole de dosage du Cr VI (Centre d’expertise en analyse environnementale du
Québec, 2006)

1.

Préparation des solutions
Solution extractive pour solide
Pour préparer une solution de 1L, mettre 20g de NaOH et 30 g de NaoCO:s et guster a 1L

avec |’ eau distillée.

Solution de diphényl-carbazide

Préparer une solution de 1,5-diphényle-carbazide 0,5% en mettant dans une fiole de 50 ml,
250 mg del,5-diphényl-carbazide dans environ de 45 ml d’ acétone (96%) et compl éter au
trait de jauge avec de I’ acétone.

Préparation des échantillons

1 g d’ échantillon de sol mélangé avec 40 ml de la solution extractive ;

Couvrir et mettre sous agitation en chauffant presque a ébullition pendant 60 mn ;

Laisser refroidir et filtrer sur un filtre Whatman (@ 41) ;

Rincer le bécher et lefiltré 3 fois avec | eau distillée et recueillir dans un autre bécher ;
Ajuster le pH du filtrat entre 7-8 avec I’ acide nitrique (HNO3) sous agitation.
Préparation de la solution étalon de Cr VI

Pour une solution de 500 ml, dissoudre 1,8673 g de K2CrOs puis gjuster avec de |’ eau
distillée.

Dans une fiole jaugée de 100 ml, introduire a I’aide d une pipette 10 ml de la solution
étalon de Cr (V1) de 1000 mg/l et compléter jusqu'au trait de jauge avec |’ eau distill ée.
Pour préparer une série de solutions étalons de 0,20, 0,50, 0,80 et 1,00 mg/l de Cr VI a

partir de la solution étaon de Cr VI de 100 mg/l comme le résume le tableau suivant.
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Tableau I : Préparation des solutions d’ étalonnage a différentes concentrations du Cr VI

Concentration solution

Volume dela solution de

Volumefinal (ml)

étalon (mg/l) 100 mg/l (ml)
0,20 0,2 100
0,50 0,5 100
0,80 0,8 100
1,00 1,0 100
4. Dosage

— Dansdestubes de 10 ml, mettre 5ml d échantillon ,4 ml d’H2SO4 (2N), 0,20ml de
diphényl-carbazide et 0,80ml d’ eau distillée.

Note: Si I’échantillon est coloré, préparer un témoin d’ échantillon en goutant, dans un tube,

tous les réactifs sauf |a solution de diphényl-carbazide.

— Homogénéiser lestubes;

— Attendre entre 5 et 10 minutes pour le développement de la couleur ;

— Mesurer laDO des solutions une longueur d’ onde de 540 nm.

5. Calcul et expression desrésultats

—  Tracer une courbe d' éaonnage a partir des mesures de DO et de la concentration des

solutions étalons et déterminer la concentration de Cr VI dans |’ échantillon al’ aide de

cette courbe.

La concentration de chrome hexavalent dans |es solides, exprimés en mg/kg, est déterminée

comme suit ;

A—B)*VxF
oo A=B)
Ps
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C : concentration de chrome (V1) dans I’ échantillon exprimée sur base séche (mg/kg) ;
A ' concentration de chrome (V1) dans la solution dosée (mg/l) ;

B . concentration lue de I’ échantillon témoin, si nécessaire (mg/l)

F : facteur de dilution, si nécessaire ;

Ps: poids de I’ échantillon (g) ;

V : volumefinal (ml).

Figurel: Solutions étalon a différente concentration de Cr (V1)
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ANNEXE V

0,3
0,25
/ y = 0,244x

0,2 R?=0,9981
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Figure 1 : Courbe d’ étalonnage du chrome (K2Cr204)

ANNEXE VI : Résultats destests statistiques

Tests Univariés de Significativité pour polluant (Feuille de donnéesl)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine 2410,812 1| 2410,812 135,2771 0,000312
Echantillons 314,361 1 314,361 17,6396 0,013696
Erreur 71,285 4 17,821
Test de Newman-Keuls ; variable polluant (Feuille de donnéesl)
Groupes Homogenes, alpha = ,05000
Erreur : MC Inter = 17,821, dl = 4,0000
Echantillons taux de 1 2
dégradation
des phtalates
Cellule N° Moyenne
1 Sol stérile 12,80667 Frkx
2 Sol non stérile 27,28333 ok

Figurel: Tablesdel’ ANOVA et Newman-Keuls pour les résultats du taux de dégradation

Du DnOP pour les échantillons de sol stérile et non stérile non inoculés.
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Test t pour des Echantillons Indépendants (Feuille de donnéesl)
Note : Variables traitées comme des échantillons indépendants

Moyenne |Moyenne | valeurt |dI p N Actifs | N Actifs | Ec-Type | Ec-Type

Groupel vs. Groupe2 Groupe 1 |Groupe 2 Groupe 1 |Groupe 2 | Groupe 1 |Groupe 2
taux de deg. vs. Echantillons 17,50000 101,5000 -8,82988 2 0,012584 2 2| 13,43503| 0,707107

Test U de Mann-Whitney (Feuille de donnéesl)

Par var. Echantillons

Tests significatifs marqués a p <,05000

SommeRgs | SommeRgs u| z niv. p 4 niv. p N Actif N Actif
variable SNS+ph+Cr | Sol st +ph+Cr ajusté SNS+ph+Cr | Sol st +ph+Cr
taux de deg. 0,00 0,00 1,000000 0,00 1,000000 1 1

Figure 2 : Table de Student et son test complémentaire de Mann-Whitney pour les résultats

du taux de réduction du Cr V1 dans les échantillons de sol pollué et non inoculé.

Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése

Tests Univariés de Significativité pour pH (Feuille de donnéesl

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 229,5225 1| 229,5225 13004,11 0,000077
Echantillons 0,0016 10,0016 0,09 0,791768
Erreur 0,0353 2 0,0177

Figure3: Tabledel’ANOVA pour lesrésultats de |’ évolution du pH dans les échantillons de

sol pollué par le DnOP et non inocul é.

Paramétrisation sigma-restreinte

Tests Univariés de Significativité pour pH (Feuille de données

Décomposition efficace de I'hypothése

SC

Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |270,6025 1/270,6025|/6256,705 0,000160
Echantillons 0,0576 1 0,0576 1,332 0,367764
Erreur 0,0865 20,0432

Figure4 : Tabledel’ ANOVA pour les résultats de I’ évolution du pH dans les échantillons de
sol pollué par le DnOP + Cr VI et non inoculé.
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Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése

Tests Univariés de Significativité pour pH (Feuille de données:

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 296,5284 1 296,5284| 296528,4| 0,000005
Echantillons 0,0004 10,0004 0,4 0,591752
Erreur 0,0020 2 0,001C

Figure5: Tabledel’ ANOVA pour les résultats de I’ évolution du pH dans les échantillons de
sol pollué par le Cr VI et non inocul é.

Tests Univariés de Significativité pour pH (pht(ph))
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine [ 1170,941 1/ 1170,941 68336,21 0,000000
Echantillons 0,445 11 0,040 2,36/ 0,093314
Erreur 0,171 10 0,017

Figure6: Tablesdel’ ANOVA pour les résultats de I’ évolution du pH dans les échantillons
de sol pollué par Le DnOP.

Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothese

Tests Univariés de Significativité pour pH (pht(ph))

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine 1405,664 1 1405,664 71263,07 0,00000(
Echantillons 2,797 11 0,254 12,89 | 0,000174
Erreur 0,197 10 0,020
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Test de Newman-Keuls ; variable pH (pht(ph))

Groupes Homogeénes, alpha = ,05000

Erreur : MC Inter = ,01973, dl = 10,000

Echantillons pH 1|2

Cellule N° Moyenne
11 SNS (temoin)| 7,200000 Fhkk
12 Sol st+pht+Cr (temoin)| 8,115000 ****
8 SNS+ph+Cr+B.cereus| 8,155000 ****
6 SNS+ph+Cr (temoin)| 8,290000) ****
10 SNS+ph+Cr+B.cereus+S.aureus| 8,290000 ****
7 SNS+ph+Cr+P.aeruginosall 8,375000 ****
4 ST+ph+Cr+S.aureus| 8,390000 ****
5 ST+ph+Cr+B.cereus+S.aureus| 8,42000Q ****
9 SNS+ph+Cr+S.aureus| 8,455000 ****
3 ST+ph+S.aureus|| 8,470000 ****
2 ST+ph+B.cereus| 8,485000 ****
1 ST+ph+P.aeruginosal| 8,550000 ****

Figure7: Tablesdel’ ANOVA et Newman-Keuls des résultats de |’ évolution du pH dans les

échantillons de sol pollué par les DnOP + Cr VI.

Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése

Tests Univariés de Significativité pour Taux de degradation pht (Feuille deg pht

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 26909,56 1| 26909,56 225,5793 0,000000
Echantillons 2430,61 10 243,06 2,0375| 0,149528
Erreur 1073,62 9 119,29

Figure8: Tablede !’ ANOVA pour les résultats du taux de dégradation du DnOP pour les
échantillons pollués par le DnOP et le (DnOP + Cr V1) selon le type de I’ inoculum.

Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése

Tests Univariés de Significativité pour deg (Feuille de données1)

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 19990,00 1/ 19990,00/ 160,0785| 0,000225
souches 440,34 3 146,78 11,1754 0,423632
Erreur 499,51 4 124,88

Figure9: Tablede !’ ANOVA pour les résultats du taux de réduction du Cr V1 pour les

échantillons pollués par le DnOP + Cr VI selon le type de I’inoculum.
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Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése

Tests Univariés de Significativité pour taux (Feuille de données6)

SC Degr. MC F p
de
Effet Liberté
ord. origine 40138,12 140138,12/77,17370 0,000000
Taux de dégradation 348,01 1 348,01 0,66912 0,427063
Erreur 7281,41 14 520,10

Figure 10 : Tabledel’ ANOVA pour les résultats du taux de dégradation Du DnOP pour tous
les échantillons de sol (effet de la présence d’ un autre polluant).

Tests Univariés de Significativité pour dosage (Feuille de donnéesl)

Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'nypothése

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 1,440056 1| 1,440056 181,2657 0,000000
jours 0,009667 4 0,002417, 0,3042 0,873439
Erreur 0,317778 40 0,007944

Figure 1l : Tabledel’ANOVA pour les résultats de |’ analyse de |’ activité de la catalase en
fonction du temps.
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ANNEXE VII

Courbe d' étalonnage de la masse de la matiéere seche des souches bactériennes utilisées en
fonction de ladensité optique (DO).

Densité optique en fonction de la matiére séche (Bacilluscereus)
DO = 0,0181+1,8322*x
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Densité optique en fonction de |a matiére séche (Staphyl ococcus aureus)

DO =0,0121+1,8131*x
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Densité optique en fonction de la matiére séche (Pssudomonas aeruginosa)
DO = 0,032+1,79*x
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