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Résumé

Les effluents industriels issus des dinanderiesstitoient une source de toxicité grave pour
’'Homme et pour toute forme de vie dans le mili@iunel récepteur (Oued Sbou) en vue de leurs
teneurs élevées en métaux lourds (nickel, cuivgerd, cyanures...). De ce fait, un traitement aivan
leur rejet s’avere indispensable pour éliminer ddlybion organique et métallique et produire des
effluents épurés qui répondent aussi aux normesddares de rejets en vigueur. Dans ce cadre, ce
mémoire présente I'ensemble des travaux réalisdsabaratoire de Biotechnologie de la Faculté
des Sciences Dhar El Mahraz-Fes, et qui consista@ietraiter ces effluents par filtration sur
colonne. Les systemes du traitement par filtragon colonne au charbon actif en poudre, au
grignon activé et akkhizopusvivant et mort, ont réveélé, apres la caractérisagibysicochimique,
métallique et microbiologique des effluents (sytithée et réel de dinanderie) et des filtrats, une
haute capacité de rétention des métaux lourds, @aeabattements qui dépassent 99% d’argent, du
cuivre et du nickel, par le charbon actif et leggan activé, et qui dépassent 99% d’argent, 96% du
cuivre et 72% du nickel par IRhizopusvivant. Le Rhizopusmort a permis aussi d’'obtenir des

abattements importants dépassant 99% d’argent,d@6€aivre et 72% de nickel.

Ces résultats ont permis, donc, de mettre I'aceant’importance de la valorisation des déchets
d’olives et des champignons dans le traitementeffasents industriels chargés en métaux lourds,
en utilisant un procédé de filtration plus éconamigt rentable.

Mots clés: Métaux lourds, charbon actif, grignon actiRbjizopuseffluent de dinanderie.
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Introduction générale

La région de Fés souffre d’'un grand probléeme déupoh des eaux de surface (Oued Sebou) et
celles souterraines (nappe phréatique). Cettetpmilprend divers origines, domestiques, agricoles
et industrielles.

Les principales zones industrielles de Fes saméas dans les quartiers Dokkarat, Sidi Brahim, Ben
Souda, Ain Nokbi et l'ancienne Médina. Alors ques lprincipales sources de la pollution
industrielle proviennent des huileries, tannertedes dinanderies. Ces derniéres sont beaucoup plus
menacantes car leurs rejets sont chargés d'éléntertques provoquant des perturbations
environnementales. Ces substances toxiques sowctgaiement des métaux lourds.

Les métaux lourds contenus dans notre environnerfent, air, sol) peuvent, par des cycles
biogéochimiques, se retrouver dans de notre chaimentaire et entrainer une contamination de
I'homme par voie orale. Toutefois, un simple pasgaagsif dans notre chaine alimentaire aurait un

impact négatif sur la santé

Les principaux ions métalliques toxiques dangerpaxr les étres humains, ainsi que d'autres
formes de vie sont Cr, Se, Cu, Co, Ni, Cd, Hg, Rb,.. etc. L'enlevement des contaminants
toxiques provenant des eaux usées est l'un desepred environnementaux les plus importants
(Buasri etal., 2012). Puisque tous les métaux lourds ne samtbpadégradables, ils doivent étre

eliminés des cours d'eau pollués pour qu’ils répahcux normes de rejet en vigueur. (Witek-
Krowiak et al,, 2011).

Etant donné que les eaux résiduaires des dinasdamie directement rejetées dans le milieu naturel
(Oued Sebou), la capacité d’auto-épuration de céeumsera fortement réduite vue que les
processus naturels de la décomposition ne vontspfise pour éliminer les métaux lourds des
dinanderies. Par conséquent, le traitement desares avant de les rejeter dans le milieu récepteur
présente une nécessité primordiale.
Dans ce sens, s’inscrit notre étude qui a pourctifge

» La caractérisation physicochimique, métallique ecrabiologique des effluents des

dinanderies de la ville de Fes afin de choisiryst&me de traitement convenable a leur

épuration.
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> L'optimisation du traitement des effluents de didemes par filtration sur des colonnes

d’adsorption.
» L’isolement des souches des biofilms dans le bugsl@tiliser en bioaugmentation.

Le présent document constitue donc le fruit destra réalisés pour atteindre les objectifs précités
Trois grandes parties ont été abordées : la prenpartie est un apercu bibliographique qui
rassemble quelques données sur la pollution, lésuxdourds et les différents procédés physiques,
chimiques et biologiques de I'élimination de lalpbbn métallique. Alors que la deuxieme partie
concerne la description du matériel et des diffi@®@nméthodes utilisées pour préparer les supports
de filtration et caractériser les effluents et fagats. La troisieme partie présentera donc les
résultats obtenus et leur discussion.

En fin, nous donnons une conclusion générale dadtaés présentés et des recommandations et

perspectives proposeées.

Apercu bibliographique
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I-Eau : ressources et contraintes

1-Généralités

Sur la carte des disponibilités mondiales I'Africpie Nord et le Moyen Orient apparaissent comme
la zone la plus menacée. Un constat s'impose d@enb#,3% de la population mondiale ne dispose

gue de 0,67% des ressources en eau douce rendaev@aitin, 2007).
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Total des resources en eau

Oc:é.gns__s?'.s,‘:.‘?.:

Eau douce
2,5%

Glaclers 68,7%

Eau de surface . Permafrost 0,8%
et atmosphérigquegd :
0,4% -

Plantes et animaux 0,8%

Figure 1 : ressources en eau de la planéte bleue.
Source : Résumé du deuxieme Rapport mondial desrsdt/nies sur la mise en valeur des ressourcesi&n

L'eau douce ne constitue que 2,5% de I'eau dealzetd et se présente essentiellement sous forme
gelée dans les glaciers et les calottes glacidieeseste de I'eau douce est principalement stockée
dans les nappes phréatiques et seule une petite patrouve en surface et dans I'atmosphére.
L'eau est devenue ces derniéres années un sujptédecupation a I'échelle planétaire. Cette
ressource indispensable et irremplacable est phétiement mal répartie (Mutin, 2007).

De plus, les pressions qui pesent sur les ressouece eau sont de plus en plus fortes,
principalement en raison des activités humainesotamment ['urbanisation, la croissance
démographique, I'augmentation du niveau de vieptecurrence croissante pour ces ressources en
eau et surtout la pollution.

2-Problématique de la pollution

2-1-Définition
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la pollution des eaux signifie selon I'organisatiorondiale de la santé (OMS, 1989), toutes

modifications des propriétés physiques, chimiquesiologiques d’'une étendue d’eau quelconque

d'un pays considéré ou tous rejets de substangesddis, gazeuses ou solides dans une eau,
susceptibles de créer une nuisance ou de rendue dengereuse ou préjudiciable du point de vue
santé, sécurité et bien étre publique, soit deusegies a des fins domestiques, commerciales,
industriels,...etc.

2-2-0Origines de la pollution des eaux
Les origines de la pollution des eaux peuvent@agsées en trois catégories :
» Pollution domestique
Elle est due aux rejets domestiques qui sont da@stiprincipalement par les eaux de cuisine, de

lessive et de toilette, ainsi que I'eau de lavage ldcaux. Ce type d’eau, véhicule essentiellement
des produits organiques biodégradables caractgremédes teneurs en azote ammoniacal élevées
(Ouaryachi, 1999), des matieres en suspensioreseimatieres dissoutes. La pollution domestique
est la cause principale de 'augmentation du phmsptans les eaux usées, substance responsable,
avec les nitrates, des phénomeénes d’eutrophisation.

» Pollution industrielle
Elle est due aux rejets industrielles qui sontat@érésés par :

* une charge minérale dominante, ce qui est le casrelets des usines de traitement des
minéraux, chargés de matiéres en suspension. Geomtcdes pH qui s’écartent de la
neutralité (Ouaryachi, 1999) ;

* une charge organique dominante, ce qui est leeasejets d’abattoirs et des huileries, ou les
eaux sont tres chargées en matieres organiquesgoamthbles ;

* une toxicité élevée due par exemple aux rejetsedi@ines substances chimiques comme le
chrome (issu des tanneries), le cuivre, le nickBaggent (issus des dinanderies) ;

* une chaleur élevée comme dans les rejets des lesnétactriques.

» Pollution agricole
La croissance de la production agricole au moyebadeochimie et de la mécanisation durant ces
dernieres décennies a entrainé des dégradatiorsoldest des altérations de la qualité des eaux
dans de nombreuses régions du monde, tout en appates engrais, des pesticides et des

insecticides (Laurant, 2012). Etant donné que tesjers sont riches en azote, ils entrainent une
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augmentation de la teneur des eaux superficiellesigerraines en nitrates, ce qui a des incidents

sanitaires non négligeables (Gulis at, 2002).Quand au pesticides et insecticides, dlst s
largement utilisés afin d’exterminer les herbeslest insectes propagateurs de maladies pour
augmenter la récolte, cependant, ils constitueatsairce de pollution considérables.

2-3- Parameétres indicateurs de la pollution

L’appréciation de la qualité des eaux de surfacdase sur la mesure de parameétres physico-
chimiques et chimiques (température, MES, conditétiélectrique, pH, DB§ DCO, composés
azotées et phosphorés) ainsi que sur la préseniéagbgence d’organismes et de micro-organismes
aguatiques, indicateurs de la qualité de I'eau.

Ces données peuvent étre complétées par I'anagsemgétaux lourds, des polychlro-biphényls
(PCB), des hydrocarbures aromatiques polycycli@€3B) ou d’autres matiéres organiques non
biodégradables.

L’ensemble de ces éléments permet donc d’évaludedgé de pollution des eaux et de conclure
quant a la possibilité d’adopter ou non un traitetieologique tout en calculant le rapport DBO
DCO.

lI- La pollution de la région de Fés par les métautourds
1-L’activité industrielle et artisanale de Fes

La ville de Fés est considérée comme troisieme vildustrielle au Maroc aprés les centres
Casablanca et Rabat-Salée. La répartition des tmelkisse caractérise par la dispersion et la
diversité des unités industrielles, mais on pestimjuer cinq groups industriels tous a secteurs
multiples, a savoir : quartiers Dokkarat, Ben Squda Nokbi, Sidi Brahim et 'ancienne Médina.
Cette ville, a été caractérisée depuis longtempd’ipgportance de son artisanat, pour lequel elle
occupe la premiere place parmi les villes maroca{Barro, 2001). Elle comporte 481 unités
industrielles de dinanderies dont la majorité esalisée dans I'ancienne Médina (Khamlichi,
1997).

2-Les rejets des métaux lourds dans I'eau
Les principales unités polluantes de la région shuileries, les tanneries et les dinandefles

derniers se caractérisent par des rejets importaélsculant des charges polluantes tres élevées,
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constituées essentiellement des meétaux lourds.escaoli bases, et du cyanure et qui sont

directement jetés dans l'oued Sebou.

A cet effet la qualité des eaux des Oueds FestatiBest trop dégradée (Tableau 1). De méme, [@engpréatique est

contaminée a cause de l'infiltration des eaux @réd Fés et la défaillance et le manque de résd#asgainissement

danscertains quartiers industriels

Tableau 1: Concentration et rejet journalier de mét#uxds dans les Oueds de Fés.

Chrome total Cadmium Plomb Zinc Cuivre Nickel
Queds pa/l | Kafj pgll Kglj pg/l Kglj pgll Kalj pg/l Kglj 19/l Kglj
Oued Boukhrarep 950 160 3 0,51 50 8,4 166 28,0 75 12,6 31 8,2
Oued Zhoun 938 12,9 10 0,14 64 0,89 263 3|60 75 03 1, 38 0,52

Oued Gerouaous 88 0,7p 6 0,048 150 1/20 300 2400 (14,12 70 0,56

Oued EIl Maleh 163 0,69 2 0,01 63 0,27 225 0)95 b0 ,21Q 44 0,19

Oued Mahraz 131 | 0,41 3 0,04 50 0,67 22% 3,00 88 1,17 18 0,24
pont Lidou

Oued Mahraz 63 1,53 3 0,07 38 0,93 163 3,97 50 1,p2
pont Slaoui

Ids ]
o
[EnY

22

Oued Zitoun aval 1700 | 148 10 0,87 88 7,68 275 24{0 113 9,86 50 4,36
ONE

Oued Boukhrareb 63 8,55 2 0,27 178 24,1 27% 373 50 6,8 25 3,39
Oued Fes aval | 1775| 66,7 4 0,15 105 3,1% 288 188 113 4)25 38 1,43
ONE

Oued Fes 1247| 230 5 0,92 65 11,98 244 45 86 16 43 B8

embouchure

Source PDA (1991)
3-La toxicité des métaux lourds

Les éléments métalliques sont, sous différenteander toujours présents au sein de
'environnement. A I'état de traces, ils sont néa@®s voire indispensables aux étres vivants
(Mohan et al., 2006). A concentration élevée, iisspntent une toxicité plus ou moins forte (Mohan
et al., 2002). Il s'agit généralement d’'une toxda@pécifique au niveau des systémes biochimiques a
la I'intérieur de la cellule. N'étant pas dégradabh I'état métallique, les métaux lourds une fois

absorbés, persistent dans I'organisme puis ilsexgrétés (Sabhi, 1998).

La toxicité des métaux lourds peut donc se mamifegitectement au niveau d’'une espéce ou par
bioaccumulatiorau long de la chaine alimentaire.

La bioaccumulation de substances toxiques peutuignd des catastrophes, comme dans le cas de
la maladie de Minamata qui a touché presque deilions d'humains, morts ou ont été gravement

empoisonnés par du mercure méthylé par des bagtptes concentré par les poissons évoluant en
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aval des effluents pollués par une usine pétrociumide Minamata au sud-ouest du Japon, en

utilisant comme catalyseur, HgO (Jobin, 2006).

L'intoxication au cadmium, chez la femme enceieté liee a la diminution de la durée de la
grossesse, du poids du nouveau-né et récemmeunlisfamctionnement du systéme endocrinien
et/ou immunitaire chez I'enfant (Schoetetsal, 2006). L'exposition au plomb, a té maintes fois,
lite a un retard dans le développement neurocoeperital (Lidsky et Schneider, 2003put
comme le MeHg, qui nuit au neurodéveloppement gilique des effets allant du retard du
développement cognitif jusqu’a la mort du foetussfGlai etal., 2003).

Quant a la toxicité du chromeBianchi et Levis (1985) ont montré que le chromealalent
traverse facilement la membrane cellulaire, enig@er transport actif. Dés qu'il est a I'intériede

la cellule, il est partiellement réduit a I'étavalent, qui produit des effets toxiques pour lea@e.
De méme le chrome hexavalent peut constituer degplexes liés a 'ADN, ce qui explique son
potentiel mutagene (EPA, 1985). Les composés desmds trivalent et hexavalent favorisent

I'incorporation des nucléotides non complémentail@ss '’ADN (Majoneet al,, 1979).
llI-Procédés de traitements des effluents chargésanétaux lourds
1-La coagulation-floculation :

Le coagulant ajouté a I'eau a pour role de transforles métaux lourds dissout dans l'eau en
composes insolubles qui précipiteront. On utilisdas un procédé de décantation ou de filtration
pour finir le traitement. Les coagulants sont desdpits chimiques a base de sels de fer et
d'aluminium. On peut citer comme exemples : le chio ferrique et le sulfate d’aluminium. Le
choix du coagulant dépend de la nature de l'eaaitr; et des tests préalables qui doivent étre
réalisés. Le pH est entre autres une donnée fordatae

Les systémes de traitements par « électrocoagulatou « électrofloculation » sont idéals pour le
traitement des eaux polluées en métaux lourds.sljgnarcédés sont basés sur le principe des anodes
solubles. Il s’agit, d'imposer un courant (ou pdiEelh entre deux électrodes (fer ou aluminium)
immergées dans un électrolyte contenu dans unetéapour générer, in situ, des ions{Fee™
AI®"), susceptibles de produire un coagulant en swluét de provoquer une coagulation —
floculation des polluants que I'on souhaite élimines champ électrique crée un mouvement d’ions
et de particules chargées. Cette action permeastembler les matieres en suspension sous forme

de flocs qu’on élimine ensuite par un procédé mlusiclassique (décantation, flottation, filtration)
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(Mohammadet al., 2006).La figure 2 présente le principe du procédé aves électrodes

d’aluminium.

g T wodt e Sou rcs

aT

flioc Stable

flottation dez polluants
= trons
= I::;::- O
e NEL Cf) &}
) N, < 28, X
Floao ekl fottation ) it b
= des bulles
solution Pn.. e
ey = - ey
Conguiation o
‘ * —_— : S— P -
AKOH)  a0m) = oH
A rvonabe / E ] Clathoda
foxydation) o P e

-
P'!‘:'I-Pi-"é decantahion des Fnllua,::ts

Figure 2 : Schéma du principe de I'électrocoagulation

2-La préchloration

Elle permet au chlore de composer les complexenigges qui maintiennent les métaux lourds en
solution, en le portant & un degré d'oxydation mmaxn. Une préchloration est souvent
recommandable avant la décantation (mais pas damnains métaux comme le chrome), afin

d’obtenir une meilleure qualité de I'eau a traiter.
3-L’électrolyse

C’est un procédé de traitement des eaux présentantconcentration élevée en métaux lourds
dissout. Un réacteur utilise le principe de I'éebtse pour provoquer l'agglomération des
particules chargées, telles que les métaux lowgds,la cathode. L’agglomérat de métal peut
ensuite étre récupéré et recyclé. Cette techmgumet le traitement du : Cadmium, cobalt, cuivre,
fer, plomb, manganése, mercure, zinc et autresuxéards (Duveneuil &l. , 1997)

4-L'osmose inverse
L'osmose inverse (figure 3) peut étre performarder peliminer les métaux lourds en faible

concentration, bien que dans des conditions a&plie oxydes métalliques peuvent boucher les
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membranes. De plus, I'osmose inverse n'est pamemaiune méthode rentable, a moins que la

concentration en sel de I'eau ne nécessite unendéatisation plus poussee.

OSMOSE INVERSE

OSMOSE OSMOSE INVERSE

PRESSIOM APPLIQUEE
- |

SOLUTION SOLUTION SOLUTION SOLUTION

DILUEE COMCEMTREE DILUEE CONCENTREE
MEMBRANE MEMBRANE
SEMI-PERMEABLE SEMI-PERMEABLE

Figure 3 : Schéma du principe de 'osmose inverse

5-Les échangeurs d'ions

Egalement appelées résinesnt des substances granuleuses insolubles, d®tautture posséde
un radical acide ou basique. Ces substances spaiblea de fixer les cations ou anions minéraux et
organiques (Simitzis etl., 2002).

6-Filtres a sable lents

Ce sont des systemes physiques efficaces trég faaihettre en place. lls possédent I'avantage
majeur de ne pas utiliser des produits chimiquesmiise en ceuvre de la filtration lente permet
d’atteindre de bons résultats comme il est rapgmat§Nur, 1998) dont I'élimination de Cu, Cr, Pb
et Cd a atteint 99.6, 97.2, 100 et 96,6% respsoent.

7-Adsorption sur charbon actif

L’adsorption est un procédé d’élimination des patits organiques ou minéraux présents dans des
effluents aussi bien liquides que gazeux.

Le principal adsorbant utilisé en pratique estHharbon actif. Il est obtenu a partir de matieres
organiques (bois, tourbe) carbonisées, puis adiygégagement des cavités remplies de goudron
lors de la carbonisation). Le charbon actif perg ébtenu soit sous forme de poudre avec des pores
de quelquesim de dimension, soit sous forme de grain (tablgaill peut étre régénéré selon trois

procédeés de désorption : a la vapeur, thermiqakietique (Naidja, 2010).
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L’'usage du charbon actif en poudre (CAP) demeuretanhnique tres répandue du traitement de
'eau potable. L'utilisation du CAP améliore le dai I'odeur de I'eau. C’est aussi un adjuvant de

floculation pour la phase finale de la coagulation.

Tableau 2: Principales caractéristigues du charbon activadjd, 2010).

Caracteéristique Description

Diamétre Effectif Poudre :8-9 um ;granules :0,55-1,05 mm.
Augmentation du taux d’adsorption et des perteshdege
lorsque la grosseur des grains diminue.

Surface d’adsorption De 850 a 1500 m2/g. Plus cette surface est grandde
charbon activé est efficace.

Nombre de mélasse Il est associé a la capacité du charbon activésdidder les
impuretés de masses moléculaires élevées.

Densité brute Evolution du volume de charbon activé utilisé.

8-Biosorption

La biosorption des métaux lourds est un phénomenemplexe. Différents
meécanismes piégeant ces métaux tels que la chptimor l'adsorption physique, la
microprécipitation et I'oxydation / réduction, peav survenir au cours du processus. Il est possible
gue certains de ces mécanismes sont présents andmieént dans une mesure différente dans le
processus (Sisca at, 2009).

Certains biosorbants peuvent recueillir un largenéail de métaux lourds sans priorité spécifique,

alors que d'autres sont spécifiques a certains typanétaux (Regine &k, 2000).
8-1-La biosorption en utilisant les bactéries et klevures

Les bactéries sont des microorganismes dont ldsleslmicroscopique n'‘ont ni une membrane
nucléaire ni autre membrane délimitant les orgargctanme les mitochondries et les chloroplastes.
D'autre part, les champignons sont des organismearyotes. La plupart des champignons se
développent sous forme de filaments tubulaires lépgeyphes. Une masse d'hyphes entrelacés est
appelé mycélium. La chitine, un polymere de N-dghigosamine, présente une quantité
considérable d'hyphes pour soutenir sa force. Hticpker, les parois et les enveloppes des
bactéries et des champignons sont les structuspsmeables de la biosorption car elles contiennent
des groupes sacturés. Récemment, plusieurs étudkissisosorption des métaux lourds a l'aide des
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bactéries, des champignons et des levures ontaiérées (Ansari et Malik., 2007 ; Kangat,
2007).
La bactérieBacillus licheniformisisolée de La province du Hunan, en Chine, a tfiéae pour

piéger le Cr (VI) a partir des solutions aqueusesdques eal, 2007).L'extraction de Cr (VI), Ni

(1), Cu (1N, Zn (1), et de Cd (ll) a partir desaux usées p&dseudomonas aeruginogamobilisée

sur le charbon actif granulaire, a été menée daox dnodes différents, a savoir les systémes
fermés et les systemes de traitement par colonrteetofixant les concentrations des métaux lourds
dans les eaux usées synthétiques conformémenties/eoncentrations attendus des métaux dans
les eaux useées issues des processus de galvamoflaban eal., 2006).

Certains composés chimiques des cellules de lgreveent également agir comme échangeurs
dions avec fixation rapide et réversible de catiowolesky etal (1988) ont travaillé sur la
biosorption du cadmium paBaccharomyces cerevisiae @it démontré que cette levure est un

matériau biosorbant raisonnablement puissant gocaddmium (Regine ali., 2000).

Tableau 3 :Elimination des métaux lourds par les bactériescésetl., 2009).

Microorganismes utilisés Métaux lourds éliminés
Bacillus cereus Pb(ll) et Cu(ll)
Bacillus licheniformis Cr(VI)
Pseudomonas aeruginosa Cr(VI), Ni(l1), Cd(ll), Cu(ll)et Zn(l1)
Staphylococcus xylosus Cd(ll) et Cr(VI)
Escherichia coli Ni(ll) et Cd(l1)

8-2-La biosorption en utilisant les moisissures

L’élimination des métaux lourds par des moisissuras été eégalement menée par
de nombreux chercheurs. Les genres fongiques lesqannus par leur pouvoir biosorbant sont
principalement Aspergillus Pénicillium, etRhizopus

Aspergillus Nigerest un champignon filamenteux ascomycete et useedpéces les plus actives
dans le genreAspergillus. L'utilisation de ce champignon pour seéquestrer rfedaux lourds
toxiques de la solution a été rapportée par Du(2006).

Mungasavalli etl (2007) ont utilisé, dans leur étude, différentsdoits chimiques tels que l'acide
sulfurique, I'hydroxyde de sodium, de [lacétone, fermaldéhyde, le bromure de
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triméthylammonium céthyl ...etc pour modifier les guits chimiques de la surface déspergillus

Niger afin d’'améliorer la capacité de la biosoption (8istal., 2009).

Selon Niu et Volesky (1990la biomasse fongique, d&enicillium chrysogenunpeut extraire I'or

a partir d'une solution de cyanure. Cependanapacité de la biosorption n'était pas encourageante
(Regine etal., 2000) Certains champignons mucoraldsucor,Rhizopusont montré des propriétés
de biosorption métalliques intrigantes, partic@iaent tres élevées pour I'uranium et le thorium
(Volesky, 1987) et par lesquelles les différentslasode dépodt de métaux pourraient étre clairement
distingués (Regine et al., 2000).

La biosorption en utilisant la flore fongique a étadiée aussi bien pour les biomasses vivantes que
pour les biomasses mortes. En effet, les résultat§étude réalisée par Igbal at (2005) ont
montré que la biomasse morteRlgizopus spa une capacité d'adsorption plus élevée par rafgpor
biomasse d’Aspergillus sp Les difféerences peuvent étre attribuées a la ai@atrinséque de
l'organisme, sa composition chimique de la partiulegre menant divers types d'interaction des

meétaux avec les champignons (Gadd, 1993).

8-3-La biosorption en utilisant les algues

Les algues représentent un groupe important etsiided'organismes ressemblant a des plantes
simples, allant de [l'unicellulaire aux formes  medfiulaires, qui  peuvent
étre vues dans les milieux aquatiques et terresRadois, les algues peuvent également étre
trouvées sur la neige et les rochers exposés ebiggenavec un champignon tel que le lichen.
Actuellement, les algues sont utilisées comme ategais, comme sources d'énergie, dans la
dépollution, pour la nutrition...etc (Siscaagt 2009).

Dans le domaine de la lutte contre la pollutiors, #gues sont utilisées dans les installations de
traitement des eaux usées afin de réduire les damgeontaminants organiques et inorganiques.
Les études de la biosorption en utilisant divepesyd'algues pour I'élimination des métaux lourds
en solution aqueuse ont été menées par differaoigpgs de recherche (Asku at, 2000 ;
Pavasant atl ., 2006 ; Grimm eal., 2008). Les groupes amine, carboxyle, hydroxyleuéfate de

la paroi cellulaire (polysaccharides) des algugssant comme des sites de liaison pour les
meétaux. Les caractéristiques de la biomasse, tgwiptés physico-chimiques, les métaux cibles et

le pH de la solution ont un impact important supéaformance de la biosorption.
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a. les macroalgues vertes d'origine marine

La biosorption des métaux lourds par les macroalgegtes marines a été menée par plusieurs
chercheurs. Pavasantat(2006) ont étudié la sorption des certains métaurds en utilisant une
macroalgue marine verte séché€aulerpa lentillifera. C’'est une macroalgue verte cultivée
principalement comme aliment pour animaux et I'hn@nmais elle peut également étre utilisée
pour traiter les eaux usées des exploitationscaigs (Sisca eal., 2009). Ce type particulier
d'algues a été également employé dans les bassimaitment d'un systeme de culture marine en
boucle fermée pour maintenir I'équilibre des conédgod'azote (Apiratikul et Pavasa@008). Sa
croissance rapide a souvent créé des problemes. ¢&tie raison, leur application comme
biosorbant est tout a fait attrayant. Pavasaral ¢2006) ont testé le pouvoir d’éliminer certains
métaux comme : Cu (Il), Cd (), Pb (Il) et Zn (H)une solution par cette algue, en fonction du pH
et de la taille des particules et ils ont désigneé lgs groupes fonctionnels possibles impliqués dan
la sorption des métaux a l'aide de ces alguesnétae acides carboxyliques, les amines, les amides
les groupes sulfonyles et les groupes sulfonates.

Deng etal (2006) ont étudié également la biosorption delQwet Pb (II) par une macroalgue verte
qui estCladophores fascicularisgn fonction du pH initial, de la température, la@entration en
meétaux lourds et d'autres ions co-existants. Iisimaiqué que le processus de la biosorption est
dépendante du pH. En conséquence, le pH pourfadtef la protonation des groupes fonctionnels
de la biomasse ainsi que la chimie du métal. Dassabnditions acides, les ligands de la paroi
cellulaire sont protonées, et par conséquent demsamétalliques ne peuvent pas se rapprocher en
tant que les forces répulsives sont en vigueurcAve augmentation du pH, plusieurs ligands avec
des groupes amine, carboxyle, et phosphate seeiposés a des ions métalliques, car ils ont une
charge négative, résultant en une force d'attra¢8isca etl., 2009).

b. Les microalgues vertes de I'eau douce

Plusieurs types de microalgues vertes ont égalem@nutilisés pour I'élimination des meétaux
lourds de la solution (tableau 4¢hlamydomonas reinhardtiest une algue verte unicellulaire
mobile rencontrée couramment dans l'eau doucesesdés. La structure de la paroi cellulaire
est composée de glycoprotéines riches en hydrohgp. L'utilisation latente de cette algue
comme un biosorbant pour les métaux lourds a étédepar Tuzun el (2005). Dans leur étude,

les métaux : Hg (I), Cd (Il) et Pb (1) ont ewéilisé comme modéles de métaux lourds. Ils ont
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constaté que les groupes fonctionnels chargés atmrption sur les cellules deghlamydomonas
reinhardtii étaient les groupes amines, les acides carboxedidas hydroxyles et les carbonyles. En
outre, la biosorption du Hg (1), Cd (ll) et Pb)(l$ur Chlamydomonas reinhardtsemble étre
indépendante de la température sur la gamme deétatnpe testée. lls ont constaté aussi que le
processus de la biosorption est influencé parolacentration initiale de Iion métallique et la
concentration de la biomasse, ainsi que le pH.
Chlorella vulgaris qui est un phytoplancton tres exploité en tant gupplément alimentaire,
présente des propriétés intéressantes de sorptomiepnent de sa paroi cellulaire poreuse, qui
permet un passage libre des molécules et desdans la solution aqueuse. Par ailleurs, les
mandants de sa paroi cellulaire fournissent unericeatde ligands avec différents groupes
fonctionnels capables de lier des divers métauxdoyAsku et al., 2000). Cette algue peut
€galement extraire I'or des solutions aqueusésseaetal.,1986).

Rao et Khan(2007) ont évalué l'adsorption de Ni (ll) et du QU sur I'algue Sphaeroplea

et sa forme traitée par l'acide; lls ont observé amélioration de la capacité d'adsorption. Cette
amélioration suggere que le traitement avec kacitssous les composés polysaccharidiques de
l'algue dans la couche externe de la paroi celiejairéant ainsi des sites de liaison supplémestair
(habituellement des groupes amines). Néanmoingiéleanisme réel n'est pas encore évident. En
outre, plusieurs sites disponibles qui étaiential@ment inaccessible sont devenus plus tard
disponibles pour I'adsorption du métal (Sisca et2009). Des espéces 8pirogyra ont prouvé
leur capacité d’étre un biosorbant efficace pilimination du Cu (ll), en mode discontinu
(Gupta etal., 2006)D'autres especes d'algues ont été également egplaréliminer les métaux
lourds par plusieurs chercheurs (Voleskglet2003 ; Martins eal., 2006 ).

Tableau 4: Elimination des métaux lourds par certainesroailggues de I'eau douce (Siscaakt

2009).

Hg (I1) 2.0-7.0 0.183 BSR
cd (I1) )
Po( 1) 2.0-7.0 0.149 BSR
2.0-7.0 0.297 BSR
Cr (V1) 2.0 0.356-0.492 PBR
Fe( Ill) 2.0 0.150-0.325 PBR
cd (I 2.0-5.0 0.0135 BSR
Ni (I1) 2.0-5.0 0.988 BSR
cu (1) 2.0-5.0 1.290 BSR
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Cd (1) 4.0-4.5 0.609-0.770 BSR
Ni (1) 4.0-4.5 0.482-0.995 BSR
Cu(ll) 5.0 Non disponible PBR
Cd(ln) 5.0 Non disponible PBR
Zn(ll) 5.0 Non disponible PBR
Pb(ll) 2.0-7.0 1.260 BSR
ey 2.0-5.0 0.024-0.108 BSR

Note: BSR-Batch stirred reactor; PBR-Packedreedtor
c. Les macroalgues rouges d’origine marine

Pour avoir une image compléte du processus deokotption, les caractéristiques chimiques et
physiques du biosorbant utilisé doivent étre cosnMlar etal (2007) ont tenté de fournir une
fonctionnalité complete de mécanisme de la biogmipt des métaux lourds sur
une algue rouge maringselidium sesquipedaldé.a conception et I'optimisation de ce processus
ont été réalisées par étapes pour la caracténsdtidiosorbant, la détermination de I'équilibee, |
détermination de la cinétique de biosorption/désmmpsuivie par la détermination du temps de

passage dans un réacteur réel (Siseh ,£2009).
d. Les macroalgues brunes d’origine marine
Les parois cellulaires des algues brunes contidrg@réralement trois composantes :

(1) la cellulose qui est le support de structy®, I'acide alginique, un polymére de l'acide
mannuronique et l'acide guluronique et des selsodé@m, potassium, magnésium et calcium (3)
les polysaccharides sulfatés. Ainsi, le carboxyléeesulfate sont les groupes actifs prédominants
dans ce type d’'algues (Romeraaét 2007). Les Méthodes de réticulation et d'oxydapenvent
étre utilisées pour modifier la composition chinegde la surface de l'algue marine brune comme
Laminaria japonica(Luo etal., 2006). L'épichlorhydrine et le permanganatgdtassium ont été
utilisés comme agents de réticulation et d’oximhatrespectivement. Romera at (2007) ont
montré que algues modifiés par I'épichlorhydrimé one capacité d'absorption élevée pour la
biosorption de plomb (Pb) en raison de l'augmeotatde la quantité de groupes d'acide
carboxylique lors de la modification (Sisca et 2009).

En dehors de son abondance et de sa capacitéuksgéqle métabargassunest particulierement
adaptée pour la biosorption car sa teneur en puaihsaide n'est pas aussi facilement lessivée
comme d'autres algues brunes utilisées dans le eorenen tant que source d'alginate. Les

propriétés d'échange d'ions de certains polysaiddsanaturels ont été étudiées en détail et il est
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bien établi que le métal bivalent échange les avex des contre-ions des polysaccharides tels que

I'acide alginique (dans les algues brunes):
Comme il est indiqué dans la réaction suivantegifiReetal., 2000)
2 NaAlg + Me2" < Me (Alg) 2 + 2 Na* Me : métal

Matériel et méthodes

I-Matériel biologique

1-Effluent brut
Les eaux usées utilisées pour cette étude, onaprértées de la dinanderie DAR EL KANAR
située au cceur de la médina de Fés, 6 BINLAMDOUNMNSstQune dinanderie spécialisée dans le
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Ces eaux sont réparties en trois bassins distiBéssin de dégraissage, bassin de nickelage et

bassin d’argenture (figure 1).

Figure 1: Bassins de Nickelage (A) et de dégraissage (B)'agehture (C) au sein de la
dinanderie.
Afin de maintenir les opérations de nickelage,ddgraissage et d'argenture, cette dinanderie

utilise mensuellement 8 kg de sulfate de Nickddg4le Chlorure de Nickel et 1 kg d’acide borique.
Ces valeurs sont relativement faibles comparativeraecelles utilisés par d’autres dinanderies de
la ville.

Les eaux issues du bassin de dégraissage, d'argezitde nickelage ont été prélevées directement
au sein de la dinanderie avant leur rejet dangdesits, ramenées au laboratoire séparément puis
mélangées a quantité égale vue gu'elles se mélaagensortie de l'usine. Le mélange constitue

donc ce qu’on a appelé : I'effluent réel ou bridgyfe 2).

Figure 2 : L'effluent réel

2-Effluent synthétique
Vu que les quantités des produits utilisés, pourekdisation des

différentes étapes de traitements des objets iméted, different
d'une dinanderie a une autre, des essais avec flnergf
synthétique apparaissent trés nécessaires.

La composition chimique de cet effluent est détailldans le

tableau 1 :
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Tableau 1: Composition chimique de I'effluent synthétique

Solution Synthétique

AGNO3 e 78,73mg/|
[N O o © 2,365 mg/l
3CdSQ, 8HO .ooveeiiiiiiee 182/58/1
COCLy, BHO .. 05r8mg/l
CUSQ) et 22,607mg/l
FEClLs, 6Hy0....ccciiiiiiieie e 0864 mg/|
POy e, 0,01038 mgl/l
ZNSQy, THO it 319 mg/l
NIESOsiiieiiiiiiie e 478,484 mg/l
KCN ot 50,05 mg/l
KHoPOy v 57,318 mg/Il
NHACL oo e 444,886 mg/l
NANG, .. 1,117 mg/l
CsH1206, HoO v ng/l
Oligo-ElEMENLS ....vvvveeeeieeieee e 2 ml/l

La solution minérale contenant les oligo-élémerniisessaires se compose de 0,15 g/l ¢@Q3;

0,03 g/l deKl; 0,12 g/l de MnGL.4H,0O et de 0,06 g/l de NiloO,, 2H,0.

Tous les composés chimiques mentionnés dans keataloi-dessus ont été melangés avec de I'eau
distillée et laissés agiter pendant quelques miute

lI-Préparation des colonnes de sorption

1-Colonne au grignon activé

Le grignon d’olive utilisé pour cette étude a &sui de I'extraction d’huile par une usine de la

région de Fés. Un échantillon, de la période oléic®011-2012, de 7 kg a été acheminé au

laboratoire dans une sachée de plastique propeeneée.
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1-1-Préparation du grignon activé

Dans le but d’activer notre échantillon de grigformé de pulpes et fragment de noyaux, nous
avons procédé a un traitement physicochimiquednytassant par une cascade d’étapes.

Tout d’abord ; des feuilles d'olive, des petitsllcaix et d'autres débris ont été éliminés de
I'échantillon par triage. Ensuite, dans une basd®me0 L, plusieurs lavages avec I'eau de robinet
ont été effectués pour se débarrasser de touteset@s.

Vue sa richesse en matiére grasse (sous prodigque)e un prétraitement par déshuilage semblait
nécessaire pour éliminer I'huile résiduel.

Le déshuilage a été réalisé par 1,5 L de I'hexams dine petite bassine, partie par partie.

Le grignon d’olive prétraité a été lavé par las@vec I'eau courante puis séché a 105°C pendant 2
heures. Le solide obtenu est un grignon épuiséesexera carbonisé pour éliminer la matiere
organique. L'étape de carbonisation a été effectigdes un four de type OWF 1200 a 400°C
pendant 30 minutes.

L’étape suivante consistait a imprégner le grigmarbonisé dans une solution aqueuse d’acide
orthophosphorique (3N) a raison de 2 g d’acideg/gignon.

Le grignon a été donc mis en contact avec la solutie I'imprégnation pendant 3 heures a une
température de 110°C. Par la suite, plusieurs Ewayec de I'eau distillé chaude ont été réalisés
afin d’éliminer tous les phosphates résiduels etvair un pH neutre (mesuré dans la solution
d’épuisement).

Apres le lavage, le grignon carbonisé et imprégidééaséché a 105°C puis broyé et stocké pour
gu’il soit utilisé comme support d’'adsorption de®taux lourds contaminant les effluents de

dinanderie. La quantité de grignon obtenue ape&siVation est de 170 g.
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Figure 3: Les différentes étapes et formes de grignonrigio(A) grignon d'olive brut. (B)
grignon apres déshuilage et séchage a 105°C. @peéle carbonisation. (D) grignon apres
carbonisation a 400°C. (E) grignon imprégné daaside phosphorique. (F) égouttage du grignon
activé apres lavages avec de I'eau distillée chaude
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Broyage et stockage

Figure 4: Etapes de préparation du grignon d'olive activé

1-2-Caractéristiques de la colonne d’adsorption
Le grignon d’olive valorisé par I'activation physithimique a été mis au garnissage d’une colonne

en verre qui constitue la colonne d’adsorption cigréssée comme suit :

Tableau 2: Caractéristigues de la colonne d’adsorptionragngn activé

Caracteéristiques de la colonne au grignon activé

Volume total 280 ml
Volume utile 120 ml
Quantité du grignon activé 53¢

Granulométrie du grignon activé | 20- 30 pm

2-Colonne au champignon

La préparation de la colonne de la biosorption ceilampignon a nécessité dans un premier temps
l'isolement et l'identification de I'espéce fongiguecherchée, afin de la mettre en culture pour
récupérer une grande quantité du mycélium qui rar la suite séchée, broyée, tamisée et enfin
stockée .

Dans cette partie, I'espéce recherchée devraitragmpaau groupe deMucoraceaesvue que
plusieurs données bibliographiques ont montré Eacié d'élimination des métaux lourds de ce
groupe de moisissures. Les principaux genres fasatie des Mucoraceassnt :Absidia, Mucor,
Rhizopuset Rhizomucor.

2-1-Isolement
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L'isolement a été réalisé a partir du sol d’un jarde la FSDM. Une série de dilutions allant d& 10
jusqua 1 a été préparée en mettant 1 g de sol, séchdatwsiére du soleil et tamisé, dans 9
ml d’eau distillée stérile. Par étalement, 100ailctiaque dilution ont été étalés sur un milieusoli
sélectif pour les champignons, soit le PDA (Pot&dextrose, Agar) (annexe 1) additionné du
chloramphénicol (25 pg.n), puis incubés & 30°C et & I'obscurité pendantsgmeaine.
2-2-Repiquage
Le repiquage a été réalisé a partir de chaque ieoformée en découpant, un fragment de 0,5 cm?
environ et en I'incubant dans les mémes conditasitées.
2-3-ldentification
2-3-1-ldentification macroscopique :
L'examen a I'ceil nu, des boites pétri récupéréaes da@tape de I'isolement, permet de cibler plus
ou moins, la colonie recherchée tout en basardestains criteres morphologiques tels que :
» L'aspect: les colonies fongiques peuvent étre elage, duveteuses, cotonneuses,
veloutées, poudreuses, granuleuses ...
» Lataille de la colonie : petite, étendue ou enssdute.
» Le relief de la colonie : il peut étre plat ou péset la consistance des colonies peut étre
variable (molle, friable, élastique ou dure).
» La couleur de la colonie : les couleurs les plagdientes sont le blanc, le creme, le jaune,

I'orange, le rouge allant jusqu’au violet ou leusele vert, le brun allant jusqu’au noir.

2-3-2-ldentification microscopique

a. La microscopie photonique

L’examen microscopique de la colonie fongique aféitéapres la réalisation d’un étalement entre
lame et lamelle d’'un petit carreau de la géloseaant du mycélium puis une coloration de la
préparation par le bleu de méthylene. Généralenmenexamen a l'objectif 40 est suffisant pour
mettre en évidence la plupart des éléments impsrida diagnose (Cahagnier et Richard-Mollard,
1998).

L’observation microscopique facilite donc la degtian détaillée, dans le cas des moisissures : du
mycélium, des conidies, des chlamydospores, desnasles, des organes de fructification,...
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Une fois tous les criteres morphologiques et maoqigues sont rassemblés, l'identification

devient plus simple, en se basant sur une clé mifition intitulée « Moisissures : utiles et
nuisibles » de Botton ai. (1990).

b. La microscopie électronique a balayage

La microscopie électronique a balayage (MEB ou S§i6Mr Scanning Electron Microscopy) est
une technique de microscopie électronique capabl@aduire des images en haute résolution de la
surface d’'un échantillon en utilisant le principesdnteractions électrons-matiere.
Pour déterminer certaines caractéristiques nécesspour l'identification de la souche fongique
utilisée et surtout déterminer la morphologie, ddld et la présence ou lI'absence de stries des
spores, I'observation sous microscope électrongumlayage (MEB) a été réalisée dans la cité
d'innovation de Fés apres la préparation d’'unifrgttc de I'échantillon.
Les étapes suivies pour cette préparation ontastdne suit :
> Etalement d’'une partie du mycélium, d’'une cultuee6da 8 jours environ, sur une lame par
'anse.
> Lavage de I'échantillon par une solution de tampbaosphate 50 mM .
» Fixation ensuite avec 100 ml du glutaraldéhyde)(p&mdant quelgue minutes.
» Enfin, une déshydratation a été réalisée par I'sikjpm séquentielle a des concentrations
d'éthanol allant de 50% jusqu’a 100%.

Selon Bajpai eal.,(2012).I'échantillon doit étre post fixé par lide osmique ainsi que I'étape de la
déshydratation doit étre suivie par un séchage dueeQ et par une minéralisation Cependant, on
s’est limité sur les étapes précédemment citéedevaenque des produits couteux demandés pour
les étapes de poste-fixation, de séchage et deatigation.

2-3-3-ldentification moléculaire

Nous avons essayé, dans ce stage, d’identifiere rsaiuche fongique par la méthode de PCR
(Réactions en Chaine de Polymérisation). Il s’ajiine méthode d’hybridation moléculaire de

haute performance qui permet aprés le séquencagétdeminer, avec un pourcentage d’identité
important, le genre, I'espéce et parfois méme laclse de microorganisme en question ; mais
conditionnée essentiellement par la réussite diesdes étapes du procédé a savoir : I'extraction,

I'amplification et le séquencage.
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« Extraction 'ADN

L’extraction du génome a été réalisée par le checnique ; c’est une technique simple dont le

protocole est le suivant :
» Dans un tube épendorf: mettre en suspension latiuagrélevée par anse, d'une
culture bien sporulée dans 100 ul d’eau distiltéels.
Congélation a -20°C pendant 15 min.
Décongélation a 99°C pendant 10 min .

>

>

> Refaire la I®et la 2™ étape 3 & 4 fois.

» Centrifugation a 7000 rpm pendant 10 min .
>

Prendre 2. pour la PCR.

Dans cette étape, trois répétitions ont été réadigdur notre échantillon, ainsi que la réalisation
d’'un témoin positif et un témoin négatif qui ne ttient que de I'eau distillée stérile.
« Amplification

L’amplification par PCR est une hybridation génigoevitro qui permet d’avoir plusieurs copies
d'un fragment d’acide nucléigue (ADN ou ARN) en sgéce de I'ADN polymérase
thermorésistante et des amorces spécifiques.

* Région cible :
La région ITS (Internal Transcribed Spageas été choisie pour lidentification des especes
fongiques. Elle a été largement décrite par difft(sdravaux de recherche (Whie al.,1990 ;
Geiseret al, 2007). C’est une région tres conservée chezhaspignons et qui inclut la séquence
nucléotidique codant pour la sous unité ribosorba8BeS.

 Amorces
Le couple d’amorce universelle qui a été utilisé@rpmette amplification est : ITS1/1TS4

ITS1 5 TCCGTAGGTGAACCTGCG®' (White etal., 1990)

ITS4 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC3 (White etal., 1990)

* Mélange réactionnel
La composition du mélange réactionnel a été rédlise le volume final dans chaque tube ependorf
est 20 ul (Tableau 3).

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
8 212 (0) 35602953 Fax:212(0) 35608214



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma

Tableau 3 Composition du mélange réactionnel.

Réactifs Concentration initiale Volume prélevé Concentration finale
de la solution mére (1) dans le mélange
réactionnel
Tampon de la Taq 10 X 2 1X
MgCl, 25 mM 1,2 1,5mM
dNTPs 1mM 4 0,2 mM
ITS1 10 uM 2 1uM
ITS4 10 uM 2 1uM
Tag polymérase 5 U/ul 0,2 0,05 U/ul
H20 - 6,6 -
ADN - 2 -

Durant la préparation du mélange réactionnel, l@sditions aseptigues ne sont pas exigees;
Cependant, toutes les manipulations doivent étfecteiées dans la glace pour empécher le
déclanchement de toute réaction non désirable.
Dans chaque tube ependorf, les composantes du geéléactionnel ont été ajoutées en respectant
I'ordre suivant : HO, Tampon de la Taq MgEUNTPs les amorces, la Taq et TADN. L'ensemble
des tubes a été immédiatement placés dans le tbhgchaar pour I'amplification.
» Condition de I'amplification

La PCR a été effectuée au laboratoire de la biatdolgie de la FSDM, dans un thermocycleur qui
est programmé, pour chacune des étapes de la BE@R)e suit :
Premiére étape : - Dénaturation initiale 2@4endant 3 minutes
Deuxiéme étape : - Dénaturation 4@4endant 1,5 minute

- Hybridation & %5 pendant 1,5 minute

- Elongation a°2pendant 2 minutes;
Troisiéme étape : - Elongation finale #Z%endant 15 minutes
La 2™ étape a été répétée plusieurs fois.

+«+ Migration sur gel d’agarose
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Les fragments d’ADN amplifié ont été contr6lés pagration sur gel d’agarose 2% additionné de

5 uL de bromure d’éthidium (10 mg/mL) dans un tampdélettrophorése TAE (Tris-Acétate-

EDTA).

Aprés 30 a 45 minutes de migration a 90 voltsplesluits de la PCR seront visualisés sous les UV.
% Séquencage

Le séquencage est la derniere étape qui seraitedfe a la cité d'innovation de Fés par méthode de

Sanger, dans le cas d’avoir des bandes d’ADN highles sur le gel de migration.

2-4-Mise en culture

La souche isolée et identifiée a été mise en altians un milieu de culture liquide de Bertrand

additionné de CagklAnnexe 2), qui est bien adapté aux besoins alaes des moisissures de la

famille des Mucoraceaes.

Pour récolter le mycélium, des erlens de 250 mD, B0 et d’un litre contenant respectivement 25,

50 et 100 mL du milieu Bertrand, ont été ensemepeésies fragments de 0,5 Tenviron, d’'une

culture solide bien sporulée (agée de 10 joursux demaines). L'incubation a été faite dans les

mémes conditions précitées pour l'isolement etdpiquage.

Figure 5 : Les boues du mycélium obtenues apreés I'incubation.

2-5-Séchage

Aprés l'incubation, le milieu de culture a été éhin et les boues de mycélium ont été récupérées
et séchées a 30°C pendant une nuit. Ce mycéliurd eo@sidéré comme champignon vivant alors
qgue le champignon mort est celui qui a été réa®téa méme fagcon que le vivant, sauf qu'’il a subi
un autoclavage a 110°C pendant 20 minutes avaihtsgit' séché a 30°C.
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Figure 6 : Séchage des boues du mycélium a 110°C.

2-6-Broyage
Le mycélium séché (vivant et mort), a été broyépabroyeur de type Moulinex puis tamisé sur
un tamis de porosité de 0,1 Tffigure 7).

Figure 7 : Mycélium sous forme poudre.

Sous forme de poudre, la biomasse a été mise éactaavec l'effluent synthétique et réel de
dinanderie en la placant dans une colonne (lit)f@ verre dont les caractéristiques sont les
suivantes :

Tableau 4: Caractéristiqgues des colonnes de sorption sur gigaiwn mort et vivant

Caractéristiques Champignon vivant Champignon mor
Volume total 72 ml 120 mi

Volume utile 13 ml 65 ml

Quantité de poudre de champignon 12 g 99

3-Colonne au charbon actif
L’adsorption sur charbon actif a été utilisé aetibtomparatif vue sa performance épuratrice tres
connue. La quantité du charbon actif en poudre (GAifsée a été : 100 g, et la colonne de verre a

été de 500 ml et de 215 ml respectivement pouvolieme total et le volume utile.
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Pour les quatre colonnes garnis au charbon en gpadrgrignon activé et au champignon mort et

vivant, 'effluent a traiter est pulvérisé uniformént en haut des réacteurs et percole par gravité a
travers les supports (Merzouki, 2001). L'efficadite traitement a été apprécie analytiguement par
le suivi des taux d’abattement des différents pateas.

Le taux d’abattement de chaque parametre X esitre&mn % suivant la formule :

: Ci(X) — €(X)
% abattement (X)= x100
: Ci(X)

Ci : Concentration initiale de X avant traitement.
C: . Concentration finale de X apres traitement.

Charbon actif

Grignon activé

Champignon vivant

Champignon mort

R I

Figure 8: Les différentes colonnes de filtration utilisgesir I’épuratin des effluents de

dinanderie.
lll-Caractérisation physicochimique et microbiologique des effluents et des filtrats

La caractérisation physicochimique et microbiologigdes effluents réel et synthétique ainsi que
les filtrats issus des colonnes de sorption, a ew®cles parametres suivant ;. température, pH,
conductivité électrique, matieres en suspensiomatiele chimique en oxygene (DCO), demande
biologique en oxygene (DB{) ortho phosphates, azote ammoniacale, nitritesirates.

Le dénombrement des germes indicateurs de pollutimmobiologique (flore mésophile aérobie

totale, Coliformes, staphylocoques, streptocoqcieampignons et levures) a été aussi effectué afin
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de déterminer le degré de pollution des effluertslichanderie d’'une part, et d’évaluer la capacité

épuratrice de chaque support d’'une autre part.

1-Analyses physiques
a. Latempérature
La température a été mesuréee au laboratoire,del@une sonde intégré au pH métre de type
HANNA INSTRUMENS. Elle est exprimée en °C.
b. La conductivité électrique
La conductivité électrique mesure l'aptitude d'\smdution agqueuse a permettre le passage d'un

courant électriquesuite au déplacement libre des conducteurs éleesi comme les sels et les

meétaux lourds (fer, cuivre, aluminium, zinc, plomkbetc). L'unité de conductivité est le micro-

siemens par centimétre (LS/cm). Elle est mesuréabauatoire a I'aide d'un conducti-métre de type
HANNA INSTRUMENT.

c. Les matieres en suspensions (MES)

Les matieres en suspension ont été déterminéda pathode de centrifugation décrite par Rodier
(1996). Un volume V représentant I'échantillon esttrifugé a 3000 tours/min pendant 15 min. Le
culot ainsi obtenu est recueilli dans un creps&alablement séchée a 105°C et pegéKRsuite, le
godet de centrifugation est rincé par de l'eauillfiet puis déposé dans le méme creuset.
Finalement, le creuset est mis a I'étuve a 1051@qy’a I'obtention d’'une masse constante P
(généralement aprés 24h). Ainsi la concentrates MES est traduite par La difféerence de masse

entre les deux poids Pi et & appliquant la formule suivante :
Pf—Pi

MES ===x1000  (g/l

Pi=Poids du creuset taré
Pf=Pois final du creuset apres séchage a I'étewnelgnt 24 heures a 105°C

V : Volume centrifugé
2-Analyses chimiques

a. pH
Le pH (potentiel Hydrogéne) mesure la concentraginrions H de I'eau. C'est un paramétre qui
caractérise un grand nombre d'équilibre physicorchim Il est mesuré au laboratoire par un pH
metre de type HANNA INSTRUMENS.
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b. Demande chimique en oxygene (DCO)

Le carbone organique dissous n'est pas la seuteefde carbone présente dans les eaux. Il existe
aussi des formes inorganiques et des formes ongesiparticulaires comme les débris végétaux et
les micro-organismes, d’'ou vient la nécessité deum la DCO. C’est un parameétre qui permet
d’évaluer la concentration en matiéres organiquesnmérales, dissoutes ou en suspension dans
'eau, au travers de la quantité d’oxygene nécessaieur oxydation chimique totale.

Le principe de la méthode est basé sur une oxydatiébullition (150°C pendant 2heures) des
matieres oxydables, par un excés de dichromateotissgium en milieu acide et en présence de
sulfate d’argent comme catalyseur et du sulfatendecure comme complexant des ions chlorures.
Les valeurs de le DCO sont déterminées par spdwitométrie type UV/visible de marque
JENWAY6105 et a une longueur d’'onde de 585 nm (B9di996). Elle est exprimée en mg ¢10

c. Demande biologique en oxygéne (DB{p

La DBG; est la quantité d'oxygene nécessaire a la dégoadate la matiére organique
biodégradable d'une eau par les micro-organisnes dias conditions bien déterminées. La mesure
de la teneur en oxygéne dissous a été réaliséd’immbation d’'un volume estimé a partir de la
valeur de la DCO de I'échantillon d’eau & analydans un DBO-métre de type Oxifo[s6 (ET
618-4/619-4). L'incubation de I'échantillon a duwiéq jours, a I'obscurité et a une température de

20°C. Les valeurs de la DB@ont exprimées en mg/D
d. Orthophosphates

Les orthophosphates ont été dosés selon la nettedcolybdate d'ammonium décrite par Rodier
(1996). Le principe se base sur la formation d’'wmplexe entre les orthophosphates et le
molybdate d'ammonium. Ce complexe est réduit pacide ascorbique en composé fortement
coloré en bleu qui présent des valeurs maximakdssdrption vers 880 nm.

e. lons ammonium
Les ions ammonium ont été dosés par la méthoddeaud’'indophénol. En milieu alcalin et en
présence du nitroprussiate de sodium qui agit cogatayseur, les ions ammonium (NMtraités
par une solution hypochlorite de sodium et de phéoanent du bleu d’'indophénol susceptible

d'un dosage par colorimétrie. La lecture est fate spectrophotometre a UV/visible type
JENWAY6105 a la longueur d’onde de 630 nm (Rodiég6).
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f. Nitrites

Le dosage des ions nitrites a été réalise, selaieR@L996), par la méthode au réactif de Zambelli.

L’acide sulfanilique en milieu chlorhydrique en peéice d’'ions Nif et le phénol forme avec les
ions NO, un complexe coloré en jaune dont l'intensité e@spprtionnelle a la concentration en
NO >

g. Nitrates
Le principe de dosage des nitrites se base sworthaation d’'un complexe paranitro-salicylate de
sodium en présence du salicylate de sodium. Ce leampst coloré en jaune et absorbe la lumiere
a 435 nm (Rodier, 1996).

h. Métaux lourds
Le dosage des métaux lourds a été effectué a éadimnovation de Fés par spectroscopie
d’émission atomique avec Plasma Couplé par dimiu (ICP :Inductively Coupled Plasma). Le
plasma utilisé est un gaz plus ou moins ioniékectriquement neutre. C’est dans le plasma
gu'ont lieu les phénomenes d’émission.
Les métaux lourds analysés sont : I'Argent, le dadm le cobalt, le cuivre, le fer, le nickel, le

plomb et le zinc.
3-Analyses microbiologiques

Apres la préparation des séries de dilution ddseefts et des filtrats, un volume de 100 pul a été
ensemenceé par étalement sur le milieu gélosé cablen

3-1-La flore mésophile aérobie totale

Le milieu de culture utilisé est la gélose nutetiy pH 7. L'incubation des boites a été faite a230°
pendant 24 heures (Marchalakt,1982 ; Maury, 1987).

3-2-Les coliformes totaux et fécaux

C’est le milieu gélosé Désoxycholate Lactd3k) qui a été utilisé. Les boites étalées sont incubées
a 44°C pour les coliformes fécaux et a 37°C posicldiformes totaux pendant 24 heures (Marchal
etal., 1982 ; Maury, 1987).

3-3-Les streptocoques fécaux.
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Le milieu de culture utilisé est Slanetz et Bartatigitionné au TCC. L’incubation des boites a été
effectuée a 37°C pendant 24 a 48 heures (Marcladl, 4982 ; Maury, 1987).

3-4-Les staphylocoques

C’est le milieu de Chapman qui a été utilisé pdaolement des staphylocoques. L'incubation des
boites de pétrie a été effectuée a 37°C pendaatdBtheures (Marchal at.,, 1982 ; Maury, 1987).

3-5-Les levures
Le milieu de culture utilisé est YPG, auquel esu#g le chloramphénicol a raison de 25 pg/ml afin
d’inhiber toute croissance bactérienne. L'incubaticété réalisée a 30°C pendant 48 a 72 heures.
3-6-Leschampignons
Pour les champignons, Le milieu utilisé a été sednaiadditionné du chloramphénicol (25 pug/ml),

l'incubation des boites ensemencées est effect@@@@pendant 3 a 7jours.

IV-Décoloration

Les matiéres colorantes se caractérisent par kpacité a absorber les rayonnements lumineux
dans le spectre visible. De ce fait, un balayagetsal a été réalisé afin de déterminer la longueur
d’'onde pour laquelle I'absorbation de I'échantillest maximale. En effet, tous les échantillons

absorbent fortement la lumiére a 340 nm, et le gentage de la décoloration a été calculé selon la

formule suivante :

|% de décoloration = (absorbanceg, effluent — absorbancey, sortie / absorbancey, effluent) x 10(])

V-Isolement des souches des biofilm

La recherche de souches formant le biofilm a corcéss quatre supports de I'étude, a savoir le
charbon actif, le grignon valorisé, le champignaramt et le champignon mort.

Une quantité d’'un gramme de chacun des suppotts miée aseptiguement dans des erlens de 100
ml et mélangée avec 5 ml de I'eau physiologiquelsta 0,9% de NacCl, puis agitée pendant 30
minutes.

Une série de dilution allant de 1Qusqu’'a 1¢° a été préparée, puis 0,1 ml de chaque dilutiéiéa
étalé sur des boites contenant les milieux de ultélectifs:

» Chapman
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» Slanetz et Bartely

» Désoxycholate lactose
> YPG
> Extrait de Malt additionné de chloramphénicol

> Milieu sélectif des bactéries dénitrifiantes.

Résultats et discussion
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m

I-ldentification de I'espéce fongique utilisée poula biosorption

1-ldentification macroscopique et microscopique

Etant riche par des différents microorganismessdienous a permis d’isoler sur le milieu PDA
plusieurs colonies fongiques qui se différent pars caractéres macroscopiques et microscopiques.

En effet, les colonies isolées appartenant priheipant au genrBusaruim Helminthosporium et
Rhizopusfkigure 1 et 2).

Colonies de
Rhisopus sp

Colonies de
elminthosporium sp

Colonies de
Fusarium sp

Figure 1La principale flore fongique isolée a partir du sol
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Figure 2: Le mycélium et les conidies daisarium spgA) et d'Helminthosporium sfB)
observées sous microscope photonique G : x 400 .

L’examen macroscopique de la colonie semble apparé® groupe des Mucorales, montre qu'il
s’agit d’'une colonie blanchatre avec revers bruségye. Elle se caractérise par ses hyphes aériens
et son envahissement rapide sur toute la boitei(€ig).

Figure 3: colonie (a) et revers (b) de I'espéce fongiquetifiée d’'une culture dgée de 5 jours (a et
b) et de 10 jours (c).

La microscopie photonique a mis en évidence lagm@s d’'un mycélium non cloisonné avec des
spores endogénes dans les sporocystes. Ces deux paiactérisent fortement les moisissures de
groupe Mucorales.

L’'observation microscopique a montré aussi la présales sporocystes et des sporocystophores
fortement pigmentés. Les sporocystophores sontamifiés regroupés en 2 a 5 avec des rhizoides
a la base. Ces rhizoides sont des formes cardicjgéeis de trois genres appartenant au groupe
Mucoralesa savoir RhizopusActinomucoret Rhizomucor
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Cependant, la présence des sporocystes avec apopbys permet de sélectionner entre les trois

genres et de choisRhizopusomme étant le genre le plus convenable (Figure 4).

Rhizoides

Apophysee

Figure 4. Certaines composantes caractéristiques du dghnrmmpusobservées sous microscope
photonique G : x 400 (sporocyste (A) ; sporocystwe (B)).

La détermination de I'espece semblait tres délisatdout en absence d’une culture bien purifiée.
Or, plusieurs parametres peuvent nous servir asaggne des especes du gedRinezopus

En effet, I'observation par microscope électronicuebalayage (MEB) a montré des spores
irrégulieres et anguleuses, des columelles gloisele a ovoides de 40 a 70 um, et surtout des
sporocystophores qui dépassent 1,5 mm de hauigurgf5 et 6). De plus, I'absence totale des
chlamydospores au niveau des stolons nous a raraewénclure queRhizopus stolonifer

(synonyme Rhizopushigricang pourrait étre I'espece isolée.
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Figure 5: Sporocystophores qui dépassent 1,5 mm de hauisaerwees par le MEB.

100 HM
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quue 6: CqumeIIe de O a 70 um observée par le MEB

2-ldentification moléculaire

Nous n’avons pas pu réussir l'identification moléme par la méthode d’hybridation moléculaire
PCR. Le profil électrophorétique obtenu apreés ntignasur gel d’agarose n’a montré aucune
bande d’ADN bien isolée. C’est seulement un « smeHADN qui a été révélé (Figure 7).

L’'absence des bandes d’amplification pourrait éxgliquée par I'échec de I'étape d’extraction, du

génome fongique, par la méthode du choc thermiquaude de la rigidité de la paroi fongique
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constituée principalement de la chitine. Il falld@nc procéder a un protocole d’extraction d’ADN

pour les cellules eucaryotes, ou plus simplemestyes doptimiser la technique du choc
thermique en jouant sur le temps de congélatiodéebngélation ainsi que sur le nombre des
répétitions de ces deux étapes. Il est apparu doticfallait aussi réaliser une premiére migration
sur gel d’agarose pour s’assurer, en particuletadéussite de I'étape d’extraction.

La forte concentration du génome eucaryotique, dansas d’'une bonne extraction d’ADN,
pourrait aussi affecter la qualité de I'amplificatitout en bloquant I'activité de la Taq polymérase
et par conséquent, une dilution de 1/5 ou 1/6 deste effectuée.

Etant donné que les amorces utilisées jouent enmbinordiale dans I'hybridation moléculaire, le
contrble de leur qualité, sur gel d’agarose et €&sgnce des marqueurs de taille, devait peut étre

aussi effectué.

Echantillons

Smear

Figure 7: Le profil électrophorétique obtenu apres migraties produits de la PCR.
II- Etude de I'optimisation du traitement de I'effl uent de dinanderie

1-Caractérisation physico-chimique, microbiologiqueet métallique de I'effluent de dinanderie

La caractérisation de I'effluent réel de dinandarieoncerné la détermination des valeurs moyennes
pour chaque parametre étudié (physicochimique, lhggta et microbiologique), connus comme
étant un indicateur de la qualité d’eau, ainsilgusomparaison de ces valeurs obtenues avec celles

fixées par les normes Marocaines des rejets ditandirect.
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1-1-Caractérisation physicochimique

=5

Les résultats des analyses physicochimiques dubet de dinanderie sont présentés dans le

tableau 1.

Tableau 1: Caractérisation physicochimique de I'effluent deathderie.

Valeur Valeur Valeur Normes Normes
minimale  maximale moyenne Marocaines du Marocaines du
rejet direct rejet indirect
Température (°C) 12 23 17,5 30 35
pH 6,90 7,58 7,24 6,5-8,5 6,5-8,5
Conductivité 6400 6700 6550 2700 2700
électrique (us/cm)
DCO (mg d’O,/L) 2054 3600 2827 500 1000
DBOs (mg d'O,/L) 9 30 19,5 100 500
NO; (mg/L) 0,06 0,12 0,09 - -
NO3 (mg/L) 20,72 26,96 23,84 - -
NH," (mg/L) 0,05 0,2 0,125 - -
PO,* (mgl/L) 0,68 1,43 1,055 10 10
MES (mg/L) 300 800 550 50 600

D’apreés les valeurs enregistrées dans le tableaaus, pouvons conclure plusieurs constatations :
> L’effluent de dinanderie ne répond ni aux normesejet direct ni indirect surtout en termes

de DCO, des matieres en suspension (MES) et diuctmité électrique. Les valeurs élevées
observées pour les trois parametres pourraient @&@iquées essentiellement par les
concentrations des produits utilisés au cours gésations realisées surtout dans le bassin de
dégraissage et de nickelage a savoir :

e Cyanure de sodium (NaCN)

e Hydroxyde de sodium anhydre (NaOH)

e Carbonate de sodium (M2Os)
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e Chlorure de nickel hexahydrate (N}C6H,O)
e Sulfate de nickel (Ni SEXH20))

En effet, les valeurs de la conductivité électeig’expliquent par la présence des ions,Nax,
OH et SQ dans ces bassins de traitement des piéces métalliqu
» Le rapport DB@/ DCO permettant de juger la biodégrabilité d’ufiueint et d’apprécier le
systeme convenable pour son traitement est tré&ienf a 0,2. De ce fait, I'effluent de
dinanderie pourrait étre jugé comme étant nonatoéet par voie biologique, d’ou vient la
nécessité de procéder a un systéme de traitemgsigpk ou chimique.
» Lateneur faible en phosphate (1,055 mg/L) app&rgijue vue I'absence de I'utilisation des
détergents dans les bassins de ringage ou de skagai

1-2-Caractérisation métallique
Le dosage des métaux lourds a montré que l'effldentlinanderie se caractérise par une charge
métallique tres importante dépassant largememtdases de rejet Marocaines (tableau 2).
Les principaux polluants métalliques observés statgent, le cuivre et le nickel. Ces éléments
proviennent de l'utilisation des sels de cuivres dblorures de nickel, du sulfate de nickel, et du
cyanure d’argent au cours des opérations de cudynaigkelage et d’argenture. Selon les normes
Marocaines, les effluents rejetés dans les eausudaces ne doivent pas dépasser 0,5 mg/L en
cuivre, 0,5 mg/L en nickel et 0,1 mg/L en argertceux rejetés dans un réseau d’égouts ne
dépassent pas 1 mg/L en cuivre, 0,5 mg/L en niek@)1 mg/L en argent.
Cependant, les concentrations détectées dansiéeffsont 3,053 mg/L, 10,640 mg/L et 150,939
mg/L respectivement pour lI'argent, le cuivre ehiekel. Ces substances constituent un risque pour
le milieu récepteur et pour I'hnomme. En effet, lévee est fatal pour les algues a des concentistion
aussi faibles que la ppm (Ramade, 1992). L’'absampdie doses excessives de cuivre par ’lhomme
entraine des irritations sévere de la mugqueusmrtasion cutanée, des irritations cérébrales ssiivi
par des dépressions...etc. Quant au nickel, presmiest ses formes chimiques sont cancérigenes.
Une longue exposition au nickel soluble (1 my/peut augmenter le risque du cancer des poumons
(Kasprzak, 2003).

Tableau 2 :Concentrations moyennes en meétaux lourds contaunlieéfluent

de dinanderie
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Normes
Métaux lourds Valeur moyenne Marocaines du
(mg/L) rejet direct

Argent (Ag) 3,053 0,1
Cadmium (Cd) <0,01 0,2
Cobalt (Co) 0,048 0,5
Chrome total (Cr) 0,201 2
Cuivre total (Cu) 10,640 0,5
Fer (Fe) <0,01 3
Nickel (Ni) 150,939 0,5
Plomb total (Pb) 0,037 0,5
Zinc (Zn) 0,137 5

1--Caractérisation microbiologique
Les analyses microbiologiques effectuées sur Uefit brut de dinanderie ont été répétées trois fois

et ont montré l'absence totale de toute contanunagpar les microorganismes recherchés
(Coliformes fécaux, coliformes totaux, streptocaxjuécaux, staphylocoques, levures et
champignons). Seulement la flore mésophile aénaibéde qui a été trouvée. Elle est estimée a 130
UFC/mL.

Les eaux résiduaires de dinanderie répondent damcnormes en terme microbiologique vue
gu’elles se caractérisent par une faible chargeramiologique qui pourrait étre due surtout a la
toxicité des métaux lourds contaminant, en grangatté, ce genre d'effluent.

En conclusion, les résultats de la caractérisatitgs trois composantes physicochimique,
microbiologique et minérale, ont révélé la nécésdd procéder a un systeme de traitement capable
d’éliminer ou, au moins, de diminuer les principapalluants (métaux lourds, DCO, MES et
conductivité électrique) de l'effluent de dinan@erpour que ce dernier soit déversé dans
I'environnement sans aucun risque sanitaire.

2-Performance de la dépollution par filtration surles colonnes d’adsorption

Afin d’éliminer la charge polluante potentiellemeptésente dans les eaux résiduaires de

dinanderie, trois colonnes de filtration ont éténtées simultanément et traversées par I'effluent
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puis les débits ont été calculés. Les valeurs mmg®enregistrées sont 0,25 ml/min pour le grignon
activé; 0,45 mil/min I&khizopusvivant et 0,9 ml/min pour le charbon actif en paud

Au début du procédé de traitement, les rendementa filtration ont été faibles. De ce faite, nous
n'avons présenté dans cette partie que les abattemyens obtenus aprés stabilité et formation

du biofilm en fonction du temps.
2-1-Abattement des polluants physicochimiques

Les résultats obtenus pour les abattements demptes physicochimiques étudiés sont présentés
dans les deux figures 8 et 9.

7000
6000 -
5000 -
4000 -+ m MES
3000 - mDCO
2000 - DBOS
1000 - mCE
O T T T T 1
Charbon Grignon  Rhizopus V Brut Normes de
rejet
direct

Figure 8: Concentrations en mg/l de la DB@a DCO, de la conductivité électrique et des MES
dans le filtrat et le brut aprés 3 semaines dudarent des procédés de filtration.
Selon la figure 8, nous pouvons constater la diton des quatre parametres de pollution; a

savoir la DCO, la DB@IlesMES et la conductivité électrique, apres traitenpant filtration sur le
charbon actif, le grignon valorisé etRdizopusvivant.

Les meilleurs abattements ont été obtenus par lanme au charbon actif dont les taux
d’abattement sont: 100 % pour la DCO, la DEDles MES et 65% pour la conductivité électrique
avec 2300 ps/cm (norme : 2700). L'adsorption sugrignon activé a permis aussi d’avoir des
abattements importants de 100% pour les MES etB&:Dde 86% de la DCO avec 300 mg/L
(norme =500 mg/L) et de 58% pour la conductivigegique avec 2800 ps/cm.
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Concernant la biosorption par le champignon viviehizopus Jles rendement obtenus aprés 3
semaines ont été 99% ,85% ,80% et 64% respectivepwem les MES (5mg/L), la DCO (316
mg/L), la DBG(4 mg/L) et la conductivité électrique (2350 ps/cm)

24,49
mg/L 25 23,21
18,91
20 ‘
15
10
,14
10 .,61
6,04
5 435 52
0,18 1,2
( 0,26 0,03 0,05 1
0 !’
Charbon Grignon Rhizopus V Brut Normes de
rejet direct
BNO2- mNO3- NH4+ m pCS

Figure 9 : Evolution des nitrites, des nitrates, des iansm®nium et des orthophosphates apres 3
semaines du lancement de procédé de filtration.
La présentation graphique de I'évolution de la dlétion azotée et phosphatée (figure 9), montre

gue pour tous les filtrats, les concentrations @#sophosphates sont inférieures a la valeur fixée
par les normes Marocaines des rejets directs. @apegnnous observons une évolution des
orthophosphates vers I'augmentation et non pasl\arattement surtout pour le filtrat du grignon
activé et duRhizopusvivant (RhizopusV). Cette augmentation pourrait étre expliquée darsas

du champignon, par la libération des groupementsiatés suite a la lyse cellulaire lors de
I'étape de broyage et qui ont été elués par I'afituraversant le support fongique. Tandis que pour
le grignon activé, deux phénomeénes pourraient gueli cette augmentation :

% Le premier suggére que I'étape de I'imprégnationsdbacide orthophosphorique, au
cours de l'activation du grignon, a laissé des gevaents d’orthophosphates non éliminés
par les lavages avec de I'eau distillée chaude.

% Le deuxieme propose lexistence des bactéries dfpladantes relargant leurs

phosphates intracellulaire en anaérobiose.
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Contrairement au grignon et au champignon, le dradztif nous a permis d’avoir un abattement
important des orthophosphates qui a atteint 95%.

En ce qui concerne I'élimination des nitrates pagrignon activé et IRhizopusnous observons un
faible pourcentage d’élimination estimé respectigetra 23% et 5%. Ceci pourrait étre expliqué
par la faible capacité de rétention des ces adsbeifou par l'intervention des microorganismes
deénitrifiants responsables de la transformation migates en azote gazeux et qui sont en faible

guantité:

N03—>N02—>NO —>N20 —>N2
Il pourrait s’agir donc de la « respiration degrati#és », qui est une alternative a la respiration
aérobie: en présence de faibles concentrationsygéme ou en son absence, les nitrates jouent le

réle d’accepteur final d’électron (Iribar, 2007).

Pour les nitrites, la colonne au champignon a néomtr abattement important estimé a 83% tandis
gue pour la colonne du grignon activé, une évatutrers la production est observée (de 0,05
mg/ml pour le brut a 0,185 mg/ml pour le filtratici est expliqué probablement par le phénomene
inverse (NO3—NO2-) en cas de la dénitrification.

Quant a la pollution azotée, les meilleurs rendgment été obtenus par la colonne au charbon actif
avec un abattement de 98% pour les nitrates (N@3-§le 50% pour les nitrites (NO2-). Ce fort
abattement des nitrates est du a une forte rétedéaces ions par le charbon actif qui posséde une
structure silicoalumineuse chargée positivementpédant de retenir les nitrates et les nitrites
chargés négativement.

Quant aux ions ammonium, aucune des filtrats n’aantrdoun abattement, au contraire, une
augmentation de la concentration des ions;NHété constatée principalement pour le grignon
activé. Ce qui pourrait s'expliquer par I'existededa matiere azotée dans la colonne d’adsorption.
En effet, les matieres azotées totales constithienL0% de la quantité totale des grignons d’olives
(Nefzaoui, 1984).

2-2-Evolution des polluants microbiologiques

Les résultats obtenus pour décrire I'évolution pi@éuants microbiologiques, avant et aprées la

filtration, sont présentés dans la figure 10.
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Figure 10: Evolution de la flore microbiologique dans ldrfit de chaque colonne aprés 3 semaines
de traitement.

D’apres la figure 10, nous observons l'absenceldoties contaminants fécaux et pathogenes
(staphylocoques) pour tous les filtrats obtenus.

Quant aux restes des microorganismes suivis, teatfidu charbon actif a montré une faible
concentration en flore mésophile aérobie totalec avetaux d’abattement de (80%) alors que pour
les coliformes, les levures et les champignons @eicolonie n'a été détectée.

Concernant l&Rhizopusvivant, la flore mésophile aérobie totale dénomtegeestimée a celle de
I'effluent brut. Ceci s’explique par le fait quescenicroorganismes n’ont pas été adsorbés sur la
colonne de champignons vue la présence des vidiesles granules dehizopusen poudre.

Pour le grignon valorisé, I'apparition des colif@sntotaux et des levures, avec 'augmentation de la
flore mésophile aérobie totale, a été bien constd@@ qui pourrait attribuer a une contamination
microbiologique du grignon aprés son activationetl derreurs de manipulation.

2-3-Abattement des polluants métalliques

Afin de déterminer la capacité, des nos colonneitdsion, a éliminer les métaux lourds contenus
dans leffluent de dinanderie, deux dosages on efféctués : I'un aprés quelques jours du
commencement de la filtration (tableau 3) et l'awdprés trois semaines du traitement (tableau 4).
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Tableau 3 Abattement des métaux lourds aprés 5 jours derimant d’'effluent de dinanderie.

Cor(‘r‘;%r/'tr)a“on 3,053 <0,01 0,048 0,201 10,640 <0,01 150,939 0,037 0,137
CO'E;Z?E)""“O'" <0,01 <001 <001 <001 <001 <001 0,086 <001 <0,01
Abattement

%) ; ; ; ; - . 9994 - -
Cor(‘ﬁlzr;ff‘“or <0,01 <0,01 0014 0052 0143 <001 0248 <001 0,167
Abattement

(%) . . 6992 7397 9865 - 9984 - +
Concentratior

(mg/l) 1,621 <0.01 <0.01 <0.01 13,934 <0.01 1,955 <0.01 0,189
Abattement - - +

(%) 46,89 - ; ] + 98,70

+: Augmentation de la concentration du métal darfgttat

- . Rendemendupérieur a 99,9%

Le dosage des métaux lourd au début du traitentableu 3) a révélé une haute performance
d’élimination du nickel par les trois colonnes dadotion : le charbon actif (99,94%), le grignon
activé (94,84%) et IRhizopusivant (98,70%).

Pour le reste des métaux, les abattements obtearue gharbon actif pourraient étre estimés a
100% vue que les valeurs obtenus sont inférieutassaleur détectable par I'appareil de dosage (<
0,01). Alors que pour le grignon activé certaindaag on été éliminés, avec des taux d’abattement
important de 69,92% pour le cobalt avec 0,014 mgdrme : 0,5 mg/L), de 73,97% pour le
chrome avec 0,052 mg/L (norme : 2 mg/L), de 98,¢f84r le cuivre avec 0,143 mg/L (norme 0,5
mg/L) et de I'argent (>99,9%), or, d’autres n'oasgeté éliminés comme le zinc avec 0,167 mg/L
(norme : 5 mg/L).

Pour le champignon vivarRhizopus/|argent a été moyennement éliminé (abattement @$é)5
avec 1,162 mg/L (norme : 0,1 mg/L), tandis queile 2t le cuivre n'ont pas été éliminés. Cette
apparition pourrait étre d'origine fongique (cytommmes, pigments) apres la lyse de certaines
cellules par le broyage et I'élution. Ce qui proweda libération de ces métaux dans le filtrat.

Selon Boiron (1996), des traces d’éléments tels lgueuivre, le manganese, le zinc et le
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molybdene, sont nécessaires a la plupart des mmwisis pour la production des cytochromes, des

pigments, des acides organiques, etc.

Tableau 4 Abattement des métaux lourds apres 3 semaingaitkment d’effluent de dinanderie.

Concentratior
(mg/L)

Concentration
(mg/L)

Abattement
(%)

Concentration

(mg/L)

3,053 <0,01 0,048 0,201 10,640 <0,01 150,939 0,037 0,137

<0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,001 <0,01 <0,01

<0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0.01 0,247 <0,01 <0,01

Abattement
(%) i i i i i i 99,84 i i

Concentration
(mg/L) <0.01 <0.01 <0.01 0,055 0,388 <0.01 41,482 <0.01 0,020

Abattement 72.64 96.35 72,52 85,07
(%) e ] '

L’examen du tableau 4, nous a permis de ressaticapacité importante et trés remarquable
d'élimination des métaux lourds issus da la dinaager le charbon actif et le grignon valorisé et
méme apres les 3 semaines de traitement, I'abatteteenickel s’est fixé a la méme valeur 99,8%.
Alors que pour leRhizopus cet abattement s’est diminué de 98,7% (tablgausiu'a 72,52%
(tableau 4). Cette diminution est due probablendenh début de saturation des sites fixateurs du
nickel.

Pour le reste des métaux, Rhizopusa montré un abattement important d’argent, dwroler
(72,64%), et surtout du cuivre (96,35%) et du Zi86,07%) ; 'abattement de ces deux derniers
métaux permet de renforcer la suggestion donnéeégeénment pour expliquer I'évolution
d’abattement de ces substances (Cu et Zn) pardaatmn du biofilm permettant une adsorption
et/ou biosorption de ces métaux lourds par la floierobienne spécifique si c'est le cas d'une

biosorption.
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Les travaux réalisés par Chouchene (2010) ont m®aades capacités moyennes d’élimination du

cuivre (64%) et du nickel (39%) par adsorption lesrgrignons d’olives brut non activés. Cela dit
que la valorisation thermique des grignons d’'olicesstitue la méthode la plus appropriée pour
augmenter la capacité de rétention des polluanétafi lourds), ainsi que pour la réduction de

ces sous-produits oléicoles.
2-4-Evolution de la DCO et la coloration en fonctio du temps

La figure suivante (figure 11) présente les abatt@side la DCO et de la coloration dans les fétrat

en fonction du temps
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Figure 11: Evolution des abattements de la DCO et de la abtor en fonction du temps.

Comme le montre les courbes de la figure 11, lest@ments de la DCO et de la coloration sont en
concordance pour toutes les colonnes de filtratiba décoloration et I'élimination de la DCO
s’évoluent de la méme facon en fonction du temps.

Le charbon actif apparait le plus performant, dés premiers jours de traitement, pour la
décoloration ainsi que pour l'abattement de la D@@ec un taux maximal de 100%. Alors que
pour le grignon activé et IRhisopusvivant, les taux maximaux de la décoloration (96885%
respectivement) n'ont été obtenus qu’aprés 18jas.

La performance de la décoloration observée powhbrbon actif en poudre a été montrée par

plusieurs auteurs (Ramakrishna et al, 1997, Maik2).

llI-Etude de I'optimisation du traitement de I'effl uent synthétique

1- Caractérisation physicochimique de I'effluentsynthétique

Les résultats obtenus pour la caractérisation dieumsynthétique (tableau 5) ne s’écartent pas

largement de ceux obtenus pour I'effluent réel ornterie. Les mémes polluants sont présentés
(DCO, MES et la conductivité électrique) avec ungraentation remarquable de la DCO et surtout

de la conductivité électrique. Ceci est attribug grandes quantités des sels utilisés pour préparer
le milieu synthétique (les métaux lourds sont enésmsous forme de sels dans le milieu).

Tableau 5: Caractérisation physicochimique de I'effluent $yiique.
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Valeur Normes Marocaines | Normes Marocaines
moyenne du rejet direct du rejet indirect
Température (°C) 19,5 30 35
pH 7,33 6,5-8,5 6,5-8,5

Conductivité
électrique (ps/cm) 20350 2700 2700
DCO (mg d’'O,/L) 3983,33 500 1000
DBOs (mg d’O,/L) 14 100 500

NO, (mg/L) 0,112 -

NOsz (mg/L) 9,744 -

NH," (mg/L) 9,055 -

PO,> (mg/L) 4,664 10 10

MES (mg/L) 570 50 600

2-Caractérisation métallique
L'examen des résultats présentés au tableau 6,eme¢vidence une charge métallique tres
importante par rapport a I'effluent réel de dinameleEn plus de I'argent, le nickel et le cuivre, ¢

milieu va nous permettre d’étudier 'abattement desveaux métaux non existants dans I'effluent
réel (exemple : le cadmium).

Tableau 6 :Concentration moyenne des métaux lourds danslieunsiynthétigue.

Normes
) Valeur moyenne Marocaines du
Metaux lourds o
(mg/L) rejet indirect

Argent (Ag) 11,472 0,1

Cadmium (Cd) 87,910 0,2
Cobalt (Co) 0,181 1
Chrome total (Cr) 0,540 2
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Cuivre total (Cu) 3,969 1
Fer (Fe) <0,01 3
Nickel (Ni) 108,465 0,5
Plomb total (Pb) 0,020 0,5

Zinc (Zn) 0,310 5

3-Caractérisation microbiologique

Aprés le dénombrement, la flore mésophile aéraftigle a été de I'ordre de 1,15%1Ce résultat
apparait semblable a celui de l'effluent brut ré@uant aux germes restants, I'effluent réel de
dinanderie comme l'effluent synthétique prépardadnoratoire a montré I'absence totale de toute

contamination bactériologique.

4-Performance de la dépollution par filtration surles colonnes d’adsorption

4-1-Abattement des parametres physicochimiques
Les figures 12 et 13 illustrent les résultats éedlution de la DCO, la DBO5, les MES, la matiéere
azotée et la matiére phosphatée.
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Figure 12: Abattement de la DBla DCO et des MES aprés 7 jours de traitemerifiakéant
synthétique.
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Figurel3: Abattement des nitrites, des nitrates, desaomsonium et des orthophosphates aprés 7
jours de traitement d’effluent synthétique.

Les deux figures 12 et 13 montrent I'abattement difgrents parameétres physicochimiques
étudiées. Dans cette partie, une colonne garniRideopusmort RhizopusM) s’ajoute aux
colonnes : du charbon actif, du gri gnon activéleRhizopusvivant.
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Le grignon valorisé a permis d’avoir un abattem#mt100% des MES, de 92,2% de DCO et de

85% de conductivité électrique. Ces rendement rguoadnles sont expliqués, dune forte

probabilité, par l'influence du temps de contactref’effluent et I'adsorbant surtout que nous
avons noté une diminution du débit (de 0,25 ml /mggu’a 0,1 min/ml).

Pour le charbon actif, les abattements obtenus:skd@% pour les MES, 87,2% de la conductivité
électrique et de 83,4% de la DCO.

Quant aux colonnes de champignonRkiEzopusmort (RM) et leRhizopusvivant (RV) ont donné
presque les mémes abattements en termes de cotéu@8% pour RV et 88,2% pour RM) et des
MES (99,2% pour RV et 99% pour RM). Cependantalesttements de la DCO ont été largement
différents (45% pour RV et 88% pour RM), probableitrée cause de la saturation des sites fixant la
charge organique (DCO), en prenant compte de férdifce du temps séparant le montage de la
colonne RV et celui de la colonne RM.

En ce qui concerne la dépollution azotée et phasphfigurel3), I'évolution des abattements serait
expliqguée de la méme facon que l'effluent réel.blaiement total des nitrates par le grignon

renforce la suggestion de la dénitrification pré@&échent signalée.

4-2-Evolution des germes microbiologiques

Comme pour l'effluent brut de dinanderie, les asa$/microbiologiques de I'effluent synthétique
ont continu & donner, pour le grignon, de la flotésophile aérobie totale (62QWFC /ml), des
coliformes totaux (1DUFC/ml) et des levures (5. 40FC/ml).

Pour le reste des colonnes, aucun germe n’a éétdeatans le filtrat sauf la flore mésophile aérobi
totale qui a été d’ordre de 10 & FWFC/m.

4-3-Abattement des polluants métalliques

L’observation du tableau 7 permet de confirmer emamne fois la capacité importante de la
rétention, aussi bien pour le charbon actif quer p@grignon activé, pour tous les métaux lourds a

savoir l'argent, le cadmium, le cobalt, le cuiMeenickel et le zinc.

Tableau 7 Abattement des métaux lourds aprés une semaitraitlament d’effluent synthétique
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Cor(‘r‘;zr}tr;‘“or 11,472 87,910 0,181 0,540 3,969 <0,01 108,465 0,020 0,310
Cor(‘r‘;zr}t[;‘t"’” <0,01 0012 <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001
Abattement
%) . 9999 - ; ; ; ; ; ;
Cor(‘r‘i%r}lt_r)""“o” <0,01 0,016 <001 <001 <001 <0.01 0,144 <0,01 <0,01
Abattement i
(%) . 9998 - : : 9987 - :
Concentration 0.158
(mg/L) 1,249 6,236 0,037 3,218 <0.01 95291 <0.01 0,107
Abattement 92 91 i i
(%) 89,11 <7t 79,67 70,67 18,92 12.15 65.61
. 0,173
Concentration g gg83 42,312 0,073 0,070 0,607 0,241 48,096 <0.01
(mg/L)
44,18
Aba(tg/e)ment 94,05 51,87 60 86,97 84,72 - 55,66 -
0

A I'exception du nickel et du cuivre, le champigngvant a révélé une bonne capacité éliminatrice
de l'argent (89,11%), du cadmium (92,91%) et dwaltdlz9,67%).

Ces résultats sont obtenus apres une semaineitenegat avec le milieu synthétique et apres 6
semaines d'utilisation des colonnes d’'adsorptioa. de faite, les faibles rendements enregistrés
pour le cuivre (18,92 %) et le nickel (12,15%), sléancas d®hizopusvivant, s’expliquent par une
saturation des groupements fixateurs du nickebietuivre. Par conséquent, une régénération de la
colonne doit étre realisée.

Quant auRhizopusmort, les abattements obtenus sont moyennemeadriamt pour le cadmium
(51,87%), le cobalt (60%) et le zinc (44,18%), algu’ils sont tres importants pour I'argent
(94,05%), le chrome (86,97%) et le cuivre (84,72%Rci pourrait s'expliquer par le fait que la
colonne alRhizopusamort n'est pas complétement saturée en termeoddutsr des métaux lourds.

Dans le cas ou la saturation sera compléte, ur@néggtion de la colonne, par un éluant, pourrait
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étre effectuée pour la réutilisation. Selon BishetoGarima, (2005), I'acide phosphorique et I'acide
chlorhydrique sont des éluants convenables poubiomeasse d&hizopusou dePénicillum
L’ensemble de ces résultats nous laisse donc aenglue leRhizopusest un champignon capable
d’éliminer les différents métaux lourds soit vivami mort, ce qui ouvre les portes devant de
nouveaux axes de recherches visant principaleraevdlorisation des déchets fongiques issus des
industries agro-alimentaires et pharmaceutiques.

IV-ldentification des biofilms
La recherche de la flore microbienne constituaes biofilms a concerné les quatre colonnes de

filtration tout en utilisant des milieux divers sélifs. Les résultats de l'isolement ont révélé la
formation du biofilm seulement sur la colonne aigmwn activé.
Par conséquent, les abattements obtenus pouiffésents polluants étudiés ont été le résultat
d’'une adsorption sur le charbon actif et sur lenghignon mort et vivant, et d’'une adsorption/
biosorption sur le grignon activé.
A partir du grignon, nous avons pu isoler les gesrsuivants :

» Des levures

» Des coliformes

» Des staphylocoques jaunes soupconnés d&phylococcus aureuka confirmation par

un test catalase et Dnase devait étre effectuée.

» Des bactéries dénitrifiantes homogénes, de petite et de couleur blanche.

La présence des bactéries dénitrifiantes confirore dfabattement des nitrates par biosorption sur
le grignon valorisé.
En conclusion, cette partie d’étude a permis désdles bactéries et les levures isolées qui peuvent

étre utilisées, par la bioaugmentation, dansaliéetment des effluents de dinanderies.

Conclusion générale

L’objectif de notre étude consistait a optimisersystéme de traitement des effluents de dinanderie

par filtration sur colonne d’adsorption.
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En effet, des colonnes d’adsorption sur le chaidmidif, le grignon activé et le champignon mort et

vivant, ont été préparées, et des essais surukgftisynthétique et I'effluent réel de dinandem¢ o
été effectués. Ainsi des suivis physicochimiquesrobiologiques et métalliques des effluents et
des filtrats ont été réalisés afin d'évaluer laamde épuratrice de chacun de ces support de
filtration.
La caractérisation de I'effluent de dinanderie\&tée une forte charge polluante en terme de DCO
(2827 mg d’Q/L), des MES (550mg/L), de conductivité électrique (6550 pus/cm) e$ dnétaux
lourds comme : I'argent (3,053 mg/L), le cuivre @D mg/L) et le nickel (150,939 mg/L) vue la
spécificité de cet effluent qui s’est avéré nontdlde par voie biologique puisque le rapport
DBOs/DCO est inférieur a 0,2.
Les abattements obtenus aprés trois semaineaitigrtent sont les suivants :
* Pour le charbon actif : 100% de la DCO, de la BOdes MES et 65% de la conductivité
électrique, 100% d’argent, 100 % de cuivre et 10@fickel.
* Pour le grignon valorisé : 86% de la DCO, 100% aeDBG; et des MES, 58% de la
conductivité électrique, 100% d’argent, 100% de/cuet 99,84% de nickel.
* Le Rhizopusvivant : 85% de la DCO, 80% de la DBO5, 64% dedaduictivité électrique,
99% des MES, 100% d’argent, 96,35 % de cuivre g2P3 de nickel.

Quant aux résultats de la décoloration, nous awbtenus des rendements atteignant jusqu’a 100%
pour le charbon actif, 96% pour le grignon actitv8%% pour le champignon vivant.
Concernant l'effluent synthétique, presque les n®maleurs on été retrouvées pour la
caractérisation physicochimique, microbiologiquereitallique avec une apparition de nouveaux
métaux comme le cadmium.
Les résultats des analyses effectuées apres & pairfiltration, sur les mémes colonnes
précédemment utilisées avec une nouvelle colonmeieggale Rhizopusmort, ont montré les
abattements suivants :
* Pour le charbon actif : 83,4% de la DCO, 87,2%adeonductivité électriqgue, 100% des
MES, 100% d’argent, 100% de cuivre, 100% de niekele 99,99% de cadmium.
* Pour le grignon valorisé : 92,2% de la DCO, 85%adeonductivité électrique, 100% des
MES, 100% d’argent, 100% de cuivre, 99,87% de tiekde 99,98 % de cadmium.
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* Le Rhizopusvivant : 45% de la DCO, 88% de la conductivité #lqae, 99,2% des MES,
89,11% d’argent, 18,92% de cuivre, 12,15% de niekele 92,91% de cadmium.

* Le Rhizopusmort : 88% de la DCO, 88,2% de la conductivité teigae, 99% des MES,
94,05% d’argent, 84,72% de cuivre, 55,66% de niekele 51,87% de cadmium.

L'étude du biofilm a permis d’isoler, a partir dedolonne au grignon activé, des Staphylocoques
des coliformes, des levures et des bactéries demtes.

En conclusion, le charbon actif a montré, dés lesmpers jours de traitement, une haute
performance épuratrice qui pourrait étre comparableelle du grignon activé surtout pour la

rétention des métaux lourds.

Perspectives

Pour mener a l'appui les résultats obtenus, cetaiperspectives apparaissent importantes a
prendre par considération
» Refaire la PCR pour la souche fongique utiliséerpme identification plus fiable et plus
détaillée.
» Utiliser d’autres adsorbants pour le traitement dfkients de dinanderie tels que : les
argiles, les cendres...
> Tester la capacité d’éliminer la pollution métalkq par filtration en utilisant d’autres
supports garnis deFusariumsp, Mucor sp, Aspergillus s énicillium sp..etc
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» Etudier l'influence de certains parametres physsgee chimiques sur I'adsorption sur le

grignon et le champignon comme la taille des gmsule pourcentage de vide, les
concentrations initiales des métaux lourds, le ®edgséjours, ....

» Essayer d'isoler d’autres germes du biofilm sunutfes milieux sélectifs et de les identifier
par les techniques moléculaires afin de les mattrprofit de la bioaugmentation.

> Appliquer ces supports d’adsorption (grignon acgvé&hampignon) pour le traitement des
effluents autre que la dinanderie (textile, tarmer).

» Penser a une extrapolation de ces procédés ddidifira grande échelle dans le but d’'une
valorisation des déchets (grignon d'olives, chamgig..) d’'une part, et de dépolluer les
effluents de dinanderie d’autre part. Ce type ditament a I'avantage économique et
environnemental.
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