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Introduction

En raison de [l'industrialisation rapide, beaucoup de produits chimiques, y compris les
colorants sont fabriqués et utilisés dans plusieurs domaines. Les colorants azoiques sont
largement utilisés dans un certain nombre d'industries telles que la teinture des textiles,
I'alimentation, les cosmétiques, I'impression sur papier et I'industrie textile (Shahid Mahmood
et al, 2011). Cette derniére étant la plus grande consommatrice de ces produits.

La production mondiale de ces colorants de synthése est évaluée & 800 000 t/an.
Malheureusement, une partie de ces colorants, approximativement 140 000 t/an, sont rejetées
lors des étapes de fabrication et de coloration des tissus (Ben Mansour et al, 2009).

Par conséquent, le rejet de ces effluents contaminés par les colorants a un impact négatif sur
I’environnement et sur la santé humaine, ce qui nécessite un prétraitement des effluents avant
leur rejet dans I’eau (M.Elkassimi et al ,1998).

Le traitement d'un tel effluent contenant un colorant a été effectué initialement en utilisant des
procédés de traitement physique et chimique comprenant l'adsorption, la concentration et la
transformation chimique (Satyendra Kumar Garg et Manikant Tripathi, 2017). Cependant, les
méthodes physico-chimiques utilisées pour la décoloration des colorants sont moins efficaces,
colteuses et générent des déchets secondaires, ce qui crée un probléme d'élimination
(Edeline.F ,1996).Dans de telles situations, le traitement biologique peut étre un réel espoir.
Ces méthodes ont 1'avantage d'étre respectueuses de 1I’environnement.

En effet, des micro-organismes ont développé un systeme enzymatique pour la décoloration et
la minéralisation des colorants azoiques dans certaines conditions environnementales (Hao et
al, 2007, Pandey et al, 2007, Khalid et al, 2008). Ces méthodes ont recu une attention
croissante en raison de leur faible codt, de leur efficacité et de la faible production de boues
secondaires.

Le présent travail a pour objectif I’isolement des bactéries a partir d’un effluent de textile et
leur utilisation dans le traitement et la dégradation des colorants azoiques (spécialement le
rouge de carmoisine) par les méthodes biologiques.

Ce rapport sera structuré en trois parties. Premierement une étude bibliographique portant sur
les colorants et leurs impacts sur I’environnement et sur la santé, ainsi que les méthodes de
traitements des effluents contamines par les colorants. La deuxieme partie est consacree pour
les méthodes et les techniques analytiques utilisées. Les résultats et discussions, sont exposeés
dans la troisieme partie.



Présentation du lieu de stage :

Dans une perspective destinée a nous familiariser avec le monde socioéconomique et
de la recherche scientifique et d’essayer d’évaluer la pratique des connaissances
requises durant le parcourt universitaire, on est amené a réaliser un projet de fin
d’études pendant une durée de 4 semaines ; ainsi j’ai eu I’opportunité d’effectuer mon
stage dans le : *"Laboratoire de biotechnologie microbienne (LBM)' de ma propre
faculté, « Faculté des sciences et techniques, Fés ».

Le Laboratoire LBM a été creé en 2001. Dans le cadre de la restructuration de la
recherche scientifique au Maroc. Il a été accrédité par 1’Université Sidi Mohamed Ben
Abdellah en 2005.

Le laboratoire a bénéficié de plusieurs projets et contrats financés. Ces moyens ont
permis de développer une recherche appliquée de qualité qui a permis de publier
plusieurs articles scientifiques dans des journaux internationaux et de soutenir
plusieurs théses de Doctorat. Le laboratoire utilise en permanence des techniques tres
diversifiées de 1’analyse moderne : Microscopie électronique environnementale,
GC/MS, HPLC, Séquenceurs d’ADN, IR et Raman. Le LBM témoigne d’une
coopération internationale tres large : France (Savoie, Toulouse, Paris; Bordeaux),
Espagne, Canada, Algérie, Tunisie, Turquie. Le LBM a été classé premier parmi les
laboratoires de I'Université en 2014.

Le laboratoire est composé de 12 enseignants chercheurs qui forment 3 équipes de
recherche :

Equipe 1 : Ingénierie des biofilms et Génie enzymatique
Thémes de recherche :

@ Isolement de microorganismes performants producteurs d’enzymes
« cellulases, pectinases et lipases » et utilisation en Biotechnologie

@ Isolement et lutte contre les Microorganismes impliqués dans la
biodegradation du bois et du papier du patrimoine de 1’ancienne médina de
Fes

Equipe 2 : les agents antimicrobiens
Thémes de recherche :
€ Mise en évidence de substances a effet antimycobactérien.

Equipe 3 : Biotechnologie et Microbiologie de I’Environnement



Thémes de recherche :

€ Bioremediation
€ Associations symbiotiques entre les microorganismes et les racines des
plantes.

Ce stage a été réalisé au sein de I'équipe (Biotechnologie et Microbiologie de
I’environnement).



Synthese
bibliographique



1. Pollution par les effluents de textiles

Les effluents de textile sont parmi les effluents les plus pollués dans les différents secteurs
(F.M.Drumond chequer et al ,2013).Ces effluents renferment une quantité de polluants tres
diversifiée et d’une grande complexité chimique : des métaux lourds, des hydrocarbures, des
composés organo-halogéneés, des composés tensio-actifs, et les colorants qui représentent une
source importante de pollution avec une quantité de 10 a 15 % de colorants engagés se
retrouvant dans les eaux usées ( Bauer et al , 2001 ).

2. Les colorants
2.1 Définition

Les colorants sont des matieres colorées, capables de se fixer sur un support. Ce sont des
composés organiques qui ont la propriété d’absorber une partie du spectre lumineux dans le
visible. Cette absorption est favorisée par leur structure chimique comprenant trois groupes
essentiels : des groupements chromophores responsables de la couleur, des groupements
auxochromes responsables de la fixation des colorants sur les substrats et la matrice (Hayet
djelal et al, 2008 ; Laurent et al, 2010).

Les colorants sont largement utilisés dans plusieurs domaines : en industrie agroalimentaire,
en imprimerie et en particulier en textile. Tout comme les autres additifs, les colorants sont
dénommés par un E suivi d’un numéro. Ils sont ainsi répertoriés d’E100 a E180 (Martins N. et
al, 2016 ; Otterstatter G., 1999).

2.2 Classification des colorants

2.2.1 Colorants naturels

Les colorants naturels sont des composés aromatiques qui peuvent étre soit d’origine végétale
(arbres, ou extraits de plantes) ou bien d’origine animale (extraits des insectes comme la
cochenille ou des mollusques comme la pourpre).

Ils sont extraits par des procédés simples comme le chauffage ou le broyage. Il existe une
dizaine de colorants naturels. Parmi ces derniers, on cite : le caramel (E150) utilisé pour les
boissons, glaces ou méme charcuterie, le paprika (E160C) rouge orangé qui a pour origine le
poivron... (Martins N. et al, 2016). Le jaune (Curcuma) est le colorant naturel le plus
répandu.

2.2.2 Colorants synthétiques

Les colorants d’origine synthétiques sont des substances qui sont obtenus par synthese
chimique a partir des molécules complexes comme le benzéne (Simont. 1982).



En 1865 I’industric des colorants synthétiques a été fondée par le chimiste anglais W.H.
Perkin. Celui-ci a synthétisé la premiére matiére colorante synthétique qu’il appela
« mauvéine » (Ben Mansour et al, 2011).

Au début du 20°™ siécle, les colorants synthétiques ont progressivement supplanté les
colorants naturels gréce a leur synthése assez facile et a leur production rapide. En outre,
la variété de leurs couleurs et leurs propriétés adaptées a leur utilisation leur a permis
de dominer aujourd’hui le marché. Il existe environ 8000 colorants synthétiques
chimiquement différents répertoriés dans Colour Index. Ces derniers sont classés selon leur
structure chimique (H.Breuer, 2000). Parmi ces colorants, les colorants azoiques sont les plus
rencontrés en industrie de textile.

2.2.2.1 Colorants azoiques

Les colorants azoiques sont des composés organiques qui sont caractérisés par la présence
d’une double liaison aromatique —N=N- (Donzé, 2006), unissant deux radicaux alkyles ou
aryles identiques ou non (azoiques symétriques ou dissymétriques).
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Figure 1 : Structure chimique des colorants azoiques.

Ces colorants constituent la plus large classe des colorants synthétiques qui représentent plus
de 50%, soit 800 000 tonnes, de la production mondiale de la matiere colorante (Bauer et al,
2001 ; Pandey et al, 2007).

Parmi ces colorants on trouve le rouge carmoisine.

L’azorubine (ou carmoisine) est un colorant alimentaire rouge qui est un dérivé azoique utilisé
pour la coloration en masse et en surface des aliments (Multon Jean-Louis, 1998).

La structure chimique de ce dernier est représentée sur la figure 2, et les caractéristiques
de ce colorant sont représentées dans le tableau 1.



Tableau 1 : Propriétés du colorant azoique (Rouge de Carmoisine).

Azorubine
Synonymes Acid Red 14
Rouge 14720
Nom 4-hydroxy-3-[(4-sulfonatonaphtyl) azo] naphtaléne

sulfonate de disodium

Dénomination E122
Formule brute C20H12N2Na207S2
Masse Molaire (g/mol) 502.4
Couleur Rouge foncé a brun
Point de fusion >300°C
Caractére acide-base pka=7.8
A max (nm) 518
Hydrosolubilité 120g/l a 20°C
Utilisation En agroalimentaire

En industrie pharmaceutique
En cosmétique

HO SOzMa

MaDz= “‘j Q\‘\"‘ M =M -
ST N,/
7N
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Figure 2 : Structure chimique de la molécule d’ Azorubine.

3. Impact des colorants sur I’environnement et la santé

L’industrie textile rejette dans les cours d'eau, lors des divers processus de fabrication textile,
une proportion importante de colorants (10 a 15 %) (Robinson et al, 2001 ; Papié et al, 2004)
conduisant, ainsi, a un certain nombre de risques pour I'environnement et la sante.

3.1 Effet sur I’environnement

La présence de trés petites quantités de colorants dans I'eau, affecte sérieusement la qualité et
la transparence des masses d'eau telles que les lacs, les riviéres et autres, ce qui entraine des
dommages pour le milieu aquatique. Ceci provoque une diminution de I’intensité de la




lumiere absorbée par les plantes aquatiques et le phytoplancton, réduisant ainsi la
photosynthése et 1’oxygénation des réservoirs d’eau (V.J.P. Poots et al, 1978).

En outre, la pollution par les colorants aboutie au phénomene de 1’eutrophisation qui se
produit lorsque les colorants libérent des nitrates et des phosphates dans le milieu naturel, sous
I’action des microorganismes (Kaushi et al, 2010). Ces ions minéraux introduits en quantité
trop importante peuvent devenir toxiques pour la vie piscicole et altérer la production d’eau
potable. Leur consommation par les plantes aquatiques accélére la prolifération anarchique de
celles-ci et conduit a I’appauvrissement en oxygeéne par inhibition de la photosynthése dans
les strates les plus profondes des cours d'eau et des eaux stagnantes.

3.2 Effet sur la santé

Les colorants azoiques ont des effets toxiques, notamment cancérigenes et mutagenes, en
raison de la formation des amines aromatiques (IARC, 1982). Ces derniers sont issus surtout
de la décomposition de ces colorants azoiques sous ’effet de la biodégradation anaérobiques
(Nilsson et al, 1993, Gongalves et al, 1999). Ainsi, plusieurs problemes de santé ont été
rapportés a cause de la plupart des colorants azoiques, en I’occurrence le probléme d’allergie
cutanée et pulmonaire, des cancers cutanées et des cancers de la vessie (Sharma et Sobti,
2000).

En ce qui concerne les effets du rouge carmoisine, ce dernier est actuellement interdit aux
USA, en Autriche, en Norvége, en Sueéde , au Canada et au Japon, vu qu’il est listé comme
probablement ou certainement cancérigéne par I’ARTAC (Association pour la Recherche
Thérapeutique Anticancéreuse) (ARTAC,2013). Ainsi, le parlement Européen a décidé en
2010 que les produits alimentaires contenant de la carmoisine doivent mentionner sur
I’étiquette « peut causer des troubles de I’attention et du comportement chez les enfants »
(Union Européenne, 2012).

4. Méthodes de traitement des effluents colorés

4.1 Méthodes physico-chimiques

Plusieurs méthodes physiques et chimiques sont utilisées dans le traitement des effluents
chargés en colorants tels que : la coagulation, la floculation, 1’oxydation, la réduction...etc.
Ces derniers sont géneralement appliqués pour le traitement des composes organiques
dangereux présents en faible concentration. Toutefois, Bien que les méthodes physiques,
chimiques et physicochimiques soient trés rapides, elles se sont avérees trés colteuses et peu
efficaces compte tenu des normes exigées. En effet, ces méthodes ne sont pas toujours
efficaces pour le traitement des polluants organiques persistants et les colorants dispersés
(Z.Carmen et al, 2012). En outre, ils ne font que transférer une pollution sans 1’¢liminer (Shi
et al, 2007).



Le tableau 2 résume les principaux avantages et inconvenients des techniques physico-
chimiques pour le traitement des colorants cités précédemment.

Tableau 2 : Comparaison des procédés physico-chimiques destinés pour la dépollution des
effluents textiles charges de colorants synthétiques.

Techniques Exemples Avantages Inconvénients
Coagulation- Alun : AI(OH)s | -Equipement simple. -Formation de boues.
Floculation Ca(OH)- -Décoloration relativement | -Adjonction obligatoire de
FeCl s rapide. produits chimiques.

Polyélectrolytes

-Réduction significative de
la DCO.

-Fonctionnement onéreux.
-Coagulants non
réutilisables.

-Réduction spécifique de
la couleur.

-Peu d’information sur la
réduction de la DBO et
DCO.

Filtration sur

Osmose inverse

-Utilisation simple et rapide.

-Investissement important.

membrane Nanofiltration -Pas d’addition de produits | -Sélectif.
Microfiltration chimiques. -Encrassement rapide des
Ultrafiltration -Faible consommation membranes par colmatage.
énergétique. -Pré et post-traitement
-Réduction de la couleur. nécessaire.
-Traitement de grands
volumes.
Adsorption Carbone actif -Réduction efficace de la -Investissements et couts
Silice couleur. de fonctionnement élevés.
-Technologie simple. -Lent et limité en volume.
-Faible cout d’utilisation -Régeénération onéreuse
pour certains adsorbants. des adsorbants.
-Sélectif.
-Formation de boues.
Oxydation Ozone -Traitement de gros -Investissement et co(ts de
chimique volumes. fonctionnement élevés.
-Diminution nette de la -Efficacité limitée pour
coloration. certains colorants.
-Décoloration rapide et -Sous-produits
efficace des colorants d’oxydation inconnus.
solubles et insolubles.
Réactif de Fenton | -Opération simple. -Colts élevés.
-Oxydant puissant. - Sous-produits
Chloration -Décoloration rapide et d’oxydation inconnus.
efficace. -Formation de sous-
produits de chloration
(trihalométhanes
cancérogenes).
Réduction Chlorure d’étain | -Decoloration rapide et -Formation d’amines
chimique Hydrosulfite de | efficace des azoiques. aromatiques (toxiques).
sodium -Dégradation incompléte.




4.2 Méthodes biologiques

Les procédés d’épuration par voie biologique sont basés sur la biotransformation des
polluants. En utilisant des microorganismes. En effet, la majorité des colorants sont tres
stables et non biodégradables. Néanmoins, beaucoup de recherches ont démontré la
biodégradation partielle ou compléte des colorants par voie biologique (Adosinda M et al,
2003 ; Lopez C. et al, 2004).

Plusieurs types de microorganismes sont impliqués dans ces procédés biologiques tels que les
levures, les bactéries, les champignons et les algues. BROHM et FROHWEIN, 1937 ont isolé
la premiere souche bactérienne lactique intestinale capable de réduire les colorants azoiques
(Benaissa et al ,2011). Récemment, plusieurs auteurs ont rapporté la capacité de certaines
bactéries a décolorer ces colorants en présence d’oxygéne (K.M.Kodam et al, 2015 ; R.Khan
et al, 2013 ; J.R.Aspland, 1997). Ainsi, il a été prouvé que les cellules de Kocuria rosea ont
le potentiel de décolorer les colorants azoiques, triphénylméthane et d'autres colorants
industriels tels que le vert de malachite, ’orange méthylique, le bleu réactif 25 et le bleu
direct 6 (C.I.Pearce, 2003). Ces derniers sont dégradés par les bactéries grace a certains
enzymes comme 1’azoéductase. Cette enzyme permet en premier lieu le clivage de la liaison
azoique et en seconde lieu I’oxydation des amines aromatiques formés.

Ainsi les avantages que présente ce genre de traitement sont résumés dans le fait qu’il est bon
marché, que les colts de fonctionnement sont bas et que les produits finaux obtenus suite a la
minéralisation compléte du colorant ne sont pas toxiques (Benaissa, 2011).
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Matériel et méthodes



1. Source d’isolement

1.1 Prélevement des échantillons

L’effluent de textile a été prélevé a partir d’un site pollué dans les environs de la ville de Feés.

1.2 Isolement

L’isolement des microorganismes a partir de 1’échantillon prélevé a été réalisé dés la
réception au laboratoire. Dans cette étude nous nous sommes intéressés a 1’isolement des
bactéries. Le milieu choisi est le milieu minimum MSM (Minimal Salt Medium) dont la
composition est la suivante : NaHPO4 (3.5g/L), (NH4)2SO4 (1g/L), KH2PO4 (1g/L), MgSOs4
(1g/L), FeSO4 (0.01g/L), CaClz: 2H20 (0.1g/L), TES (Trace Element Solution) 10mL. Celui-
ci est parmi les milieux de culture utilisés pour la croissance des bactéries non exigeantes.

1.2.1 Enrichissement en milieu liquide

Dans un premier temps, nous avons procédé a 1’enrichissement de la flore indigéne contenue
dans cet échantillon. Ceci a été réalisé en utilisant le milieu MSM liquide. L’enrichissement
des microorganismes a éte réalisé dans des erlenmeyers de 250 ml contenant 150 ml du milieu
MSM liquide. Deux essais ont été realisés : dans le premier, le milieu est additionné du RC
afin d’obtenir une concentration de 50mg/L, et dans le deuxiéme, le milieu est additionné de
50mg/L de RC, 1% d’Extrait de levure et 1% de glucose. Les deux milieux ont été
ensemencés par 1 ml de I’échantillon. Des témoins abiotiques ont été realisés dans les mémes
conditions.

Apres incubation a 34°C sous agitation pendant 24 h en conditions aérobies, des aliquots de
1.5ml ont été prélevés et centrifugés pendant 5 min. Par la suite la détermination du
pourcentage de décoloration et la concentration des cellules est réalisée a I’aide d’un
spectrophotomeétre en mesurant la DO a 515nm et a 600nm respectivement.

Le pourcentage de la décoloration a été calculé selon la formule suivante :
Décoloration (%) = ((DOi— DO+/ DOi))*100
DOi et DOssont respectivement la densité optique initiale et finale.

1.3 Isolement et purification des isolats en milieu solide

Pour procéder a I’isolement des isolats capables de dégrader le colorant RC, nous avons
utilisé le milieu MSM solide additionné de 50mg/L du RC.

L’isolement a été réalisé a partir de la suspension enrichie ayant donné la meilleure
décoloration. Pour ceci, une série de dilutions (10"1-10?) a été préparée a partir de 1’essai2.
En suite, 100 pl de chaque dilution ont été étalés sur des boites contenant milieu MSM solide
additionné du RC. Les boites de pétri sont incubées a 30°C pendant 24h.
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8 colonies d’aspects différents ont été isolées. Ces dernieres ont eté purifiées par repiquages
successifs sur le milieu d'isolement afin d’obtenir des cultures pures.

2. Test de décoloration

Afin de sélectionner les isolats performants en terme de décoloration du RC, la capacité de
décoloration des différents isolats a été évaluée par addition de 100 pL de culture microbienne
a un volume de 50 ml du milieu MSM, contenant une concentration de 50 mg/L du colorant
RC. Les milieux de culture ainsi inoculés ont été mis en incubation a 30°C sous agitation
continue (150 rpm). Des témoins abiotiques ont été préparés et incubés dans les mémes
conditions. Le taux de décoloration du RC dans les différents milieux a été déterminé comme
décrit ci-dessus.

3. Effet de la concentration initiale du colorant

L’effet de la concentration initiale du colorant sur la décoloration, par I’isolat sélectionné a été
¢tudié. L’expérience a été menée dans des erlenmeyers contenant 50 ml du milieu MSM,
additionné de différentes concentrations du RC (50mg/L, 100mg/L, 150mg/L, 200mg/L,
250mg/L et 300mg/L). Les erlenmeyers ont été inoculés par 100 pL de culture bactérienne.
L’incubation est réalisée a 30 °C sous agitation (150 rpm). Des témoins abiotiques ont été
préparés et incubés dans les mémes conditions.
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Reésultats et
Discussion



1. Isolement des microorganismes

1.1 Résultats de 1’enrichissement en milieu liquide

Dans le but d’enrichir et d’isoler les microorganismes, ayant la capacité de décoloration du
RC, contenus dans 1’échantillon prélevé. Celui-ci a été ensemencé dans le milieu MSM
additionné du RC en présence et en absence d’une source de carbone.

La figure 3 représente le taux de décoloration du RC (50mg/L) et la concentration des cellules
apres enrichissement en milieux MSM liquides contenant RC et RC+Ext+Glu.
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Figure 3 : Taux de décoloration du RC (50mg/L) en milieux MSM liquides enrichies
contenant respectivement (RC et RC+Ext+Glu)
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Figure 4 : Absorbance des cellules microbiennes en milieux MSM liquides enrichies
contenant respectivement (RC et RC+Ext+Glu) mesuré a 600nm.
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D’apres les figures 3 et 4, aucune décoloration n’a été remarquée dans le milieu contenant le
RC seulement. En outre une faible croissance microbienne a été enregistrée. Ceci peut étre
expliqué par 1’absence d’une source de carbone dans ce milieu. Toutefois, le milieu
d’enrichissement additionné du RC plus I’Extrait de levure et du glucose a montre un taux de
décoloration de 100% et une croissance bactérienne élevée . Ceci nous permet de suggerer la
présence de microorganismes résistant a I’é¢gard du RC, et capable de croitre et de décolorer le
RC dans le deuxiéme essai contenant 1’Extrait de levureet le glucose. Ces microorganismes
nécessitant ainsi la présence d’une autre source de carbone autre que le RC.

Rappelons que I’échantillon est prélevé a partir d’un site pollué, ce qui marque 1’adaptation
des isolats a la présence des substances toxiques.

Des recherches ont démontré une amélioration du taux de décoloration en utilisant 1’Extrait de

levure par le consortium de Paenibacillus polymyxa, Micrococcus luteus et Micrococcus sp
pendant la décoloration du réactif Violet 5R (Moosvi S et al, 2007).

1.2 Résultats de 1’isolement des bactéries

L’observation macroscopique des isolats sur milieu gélosé nous a permis de mettre en
évidence I’aspect, la couleur, la taille des colonies...etc. Ces derniers sont récapitulés dans le
tableau 3.

Tableau 3 : Caractéristiques macroscopiques des colonies des isolats bactériens de 1’effluent.

Isolats | Couleur | Taille Contour Forme Surface Opacité Hauteur
S1 Blanche | Grande | Régulier Ronde | Rugueuse Opaque Plate
S2 Jaune Petite Régulier Ronde Lisse Opaque Bombée
S3 Blanche | Petite Régulier Ronde Lisse Opaque Bombée
Sy Blanche | Moyenne | Irrégulier | Irréguliére Lisse Opaque Bombée
Ss | Blanche | Petite Régulier Ronde Lisse Transparente | Bombée

brillante
Se Blanche | Grande | Régulier Ronde Lisse Opaque Plate
Sy Blanche | Grande | Irrégulier | Irréguliére | Rugueuse Opaque Plate
Ss Blanche | Grande | Régulier Ronde Lisse Opaque Bombée

Sur la base des caractéristiques macroscopiques, nous avons pu révéler un nombre important
de colonies sur le milieu gélosé. Ainsi, 8 isolats nommes S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7 et S8 ont
été isolés, purifiés et sélectionnés pour leurs capacités a éliminer le colorant RC en présentant
un halo claire autour de la colonie.
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2. Test de décoloration

Les 8 isolats (S1-S8) ont été testées pour évaluer leur capacité a décolorer le milieu MSM
contenant 50 mg /L du RC. Ainsi afin de sélectionner I’isolat le plus performant en terme de
décoloration, nous avons calculé le taux de décoloration de chaque isolat. Les taux de
décoloration sont présentés dans la figure 5.
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Figure 5 : Décoloration du RC (50mg/L) en milieux MSM enrichies aprés incubation a 30°C
pendant 24h.

D’apreés la figure 5 représentant le taux de décoloration des différents isolats bactériens. On
remarque qu’en présence de 50 mg/L du RC et aprés 24h d’incubation (30°C avec agitation
150 rpm), le taux de décoloration obtenu est élevé pour la plupart des isolats (70%-96%).Par

ailleurs, le meilleur taux de décoloration a été observé chez la souche S2 avec un taux de
décoloration de 100%.

Saranraj et al. (2010) ont etudié la décoloration et la dégradation des colorants azoiques
directs a l'aide de bactéries isolées de I'effluent de colorant textile. Dans leurs recherches, P.
aeruginosa (97,33%), Klebsiella pneumoniae (98,44%) et Bacillus subtilis (99,05%) ont été
identifiées comme les meilleures souches capables d’éliminer, respectivement, le Congo
Rouge, Viscose Orange — A et le Direct Green-PLS. Ces derniers, sont dégrades par les
bactéries en deux étapes: un clivage de la liaison azoique sous I’action de 1’enzyme

azoréductase, suivi d’une oxydation des amines aromatiques formés lors de la premiére étape
(Hedi Ben Mansour et al, 2011).

17



3. Effet de la concentration initiale du colorant RC

Dans le but de déterminer I’effet de la concentration du colorant RC, la capacité de
décoloration de la souche la plus performante (S2) a été testée en présence de différentes
concentrations du RC allant de 50mg/1 jusqu’a 300mg/l. Les résultats sont présentés sur la
figure 6.
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Figure 6 : Effet de la concentration initiale du RC sur la décoloration du RC par I’isolat S2.

D’aprés les résultats presentés dans la figure 6, on remarque que I’isolat a pu croitre et
décolorer de fortes concentrations en RC arrivant jusqu’a 300mg/L. Ce qui explique sa
résistance vis-a-vis de ce colorant. Par ailleurs, une légere diminution dans le taux de
décoloration lors de I’augmentation des concentrations de RC dans le milieu a été observée.
L’isolat S2 a présent¢é un taux de décoloration de 91,8%, 86,8%, 80,8%, 77,4%
respectivement en présence de 150 mg/L, 200 mg/L, 250mg/L et 300mg/L. Ceci peut étre lié
a l'effet toxique du colorant sur les micro-organismes. Cet effet toxique peut étre lié aux
métabolites formés lors de la réduction initiale du colorant (Whurmann et al, 1980).

L'effet de la concentration du colorant sur le taux d'élimination de la couleur par divers micro-
organismes (bactéries et champignons) a été étudié par un certain nombre de chercheurs
(Ogawa et al, 1986 ; Khehra et al, 2005 ; Kalme et al, 2007 ; Kalyani et al, 2009).

Khehra et al.65 et Kalme et al, ont observé que la décoloration du colorant était fortement
inhibée lorsqu'une forte concentration de colorant était utilisée.

Des rapports antérieurs suggerent que l'augmentation de la concentration de colorant diminue
graduellement le taux de décoloration, probablement en raison de I'effet toxique des colorants
vis-a-vis des bactéries, ainsi que le blocage des sites actifs de I'azoréductase par des molécules
de colorant de structures différentes (Sani et Banerjee 1999, Tony et al, 2009).
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Conclusion



Les colorants azoiques sont largement utilisés dans plusieurs domaines, tel que I’industrie de
textile qui est la plus grande consommatrice de ces colorants en raison de leur facilité et de
leur rentabilité en matiere de synthése par rapport aux colorants naturels. Cependant, le rejet
de ces colorants dans les cours d’eaux par ces industries représente un sérieux probléme pour
I’environnement et la santé humaine, ce qui nécessite un prétraitement de ces effluents avant
leur évacuation dans les eaux par les méthodes biologiques en raison de leur efficacité et leur
faible codt.

Notre étude s’est focalisée sur I’isolement et la sélection des souches bactériennes en vue de
les utiliser pour la dégradation du colorant rouge de carmoisine.

Un enrichissement a été effectué en milieux MSM liquides additionné du RC en présence et
en absence de I’Extrait de levure comme source de carbone. Les résultats ont montré que le
taux de décoloration ainsi que la croissance microbienne sont trés élevés en présence de
I’extrait de levure.

Nous avons isolés 8 isolats bactériens a partir de 1’échantillon aprés 1’enrichissement en
milieu liquide. Ces derniers sont purifiés par la suite en milieu solide additionné du RC
(50mg/L). Les travaux mis en ceuvre dans cette étude ont montré la capacité de toutes les
souches isolées a éliminer le rouge de carmoisine en présentant un halo clair autour des
colonies purifiés en milieu solide.

Afin de sélectionner I’isolat le plus performant, la capacité de décoloration des différents
isolats purifiés a été testée en milieu liquide additionné de 50mg/L du RC. Des taux de
décolorations élevés ont été également enregistrés en milieu liquide surtout par la souche S2
qui s’est montrée performante avec un taux de décoloration de 100%.

L’effet de différentes concentrations du RC sur la capacité de décoloration de 1’isolat S2 a été
testé. Les résultats ont montrés que 1’isolat S2 est capable d’éliminer le rouge de carmoisine
sous différentes concentrations initiales de RC (50-300mg/L). Ainsi, I’augmentation de la
concentration du colorant dans le milieu n’a pas fortement influencé le taux de decoloration

par cette souche. Ceci montre sa résistance a 1’égard du RC et sa capacité a croitre et a
décolorer le RC dans des milieux trés pollués.

Rappelons que ces souches microbiennes ont été isolées a partir d’un site pollué, ce qui
marque 1’adaptation des isolats a la présence des substances toxiques, et par conséquent son
utilisation dans des projets de bioremédiation.

Ce travail doit étre poursuivi pour :
% Tester les autres facteurs d’optimisations de la culture
* Tester I’effet de la souche sur d’autres colorants

*  Utiliser dans des stations d’épurations pour traiter les effluents a grand échelle.
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