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Résumé 

 

Les activités industrielles génèrent des effluents riches en molécules organiques 

récalcitrantes aux techniques de traitement classiques, telles que les colorants azoïques. 

L’objectif de ce travail est la contribution à la mise en place de procédé de traitement biologique 

des effluents colorés et l’étude des mécanismes impliquées dans ce processus. 

Les souches de levure M1 et M3 utilisées dans ce travail, se sont avérées capables 

d’éliminer différents colorants azoïques, y compris le rouge de carmoisine (RC). Ce dernier (50 

mg/L) a été décoloré à 95,37 % et 96,05 %, respectivement par M1 et M3, à 30°C sous agitation. 

La décoloration du RC a été confirmée par la disparition de la bande d’adsorption maximale du 

RC située à 515 nm, montrée par analyse par la spectroscopie UV-Vis. L’analyse de l’activité 

enzymatique laccase des cellules de levure a montré une augmentation de cette activité suite à 

l’ajout de 25 mg/L du RC dans le milieu de culture, suggérant l’implication de cette enzyme 

dans le processus de dégradation du RC. 

Les cellules mortes de levures ont été capables d’éliminer 30 % et 40 % du RC, 

respectivement pour M1 et M3. Des modèles cinétiques et isothermes ont été créés pour évaluer 

les mécanismes de biosorption par ces cellules. La biosorption a suivi le modèle de Langmuir 

et la cinétique de deuxième ordre pour les deux souches. La spectroscopie infrarouge à transfert 

de Fourier (FT-IR) a été utilisée pour caractériser et identifier les sites de liaison possibles, ce 

qui a confirmé l'implication des groupes hydroxyles, carboxyles, amines et phosphates. 

Le criblage des facteurs influents la biosorption, par la matrice de Plackett-Burmand, a 

montré la forte contribution du pH suivi par la concentration du RC et la biomasse. 

L'essai de toxicité a montré que l'utilisation des levures a entraîné une diminution 

significative de la toxicité de la solution de colorant vis-à-vis des graines de Medicago sativa. 

Mot clé : Bioremédiation, Levure, Rouge de carmoisine, Biodégradation, Biosorption, 

phytotoxicité 
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Abstract 

Industrial activities generate effluents rich in recalcitrant organic molecules to 

conventional treatment techniques, such as azo dyes. The objective of this work is the 

contribution to the implementation of biological treatment process of colored effluents and the 

study of the mechanisms involved in this process. 

The yeast strains M1 and M3 used in this work have been shown to be able to eliminate 

various azo dyes, including Acid Red B (ARB). The latter (50 mg / L) was removed and 

decolorization reached 95.37% and 96.05% respectively by M1 and M3 at 30 ° C. with stirring 

condition. Discoloration of ARB was confirmed by the disappearance of the maximum 

adsorption band at 515 nm, shown by UV-Vis spectroscopy analysis. The analysis of the 

enzyme activity laccase of yeast cells showed an increase of this activity following the addition 

of 25 mg / L of ARB in the culture medium, suggesting the involvement of this enzyme in the 

degradation process.  

Dead yeast cells were able to remove 30 % and 40 % of the dye, respectively for M1 and 

M3. Kinetic and isothermal models were created to evaluate the biosorption mechanisms of 

these cells. Biosorption followed the Langmuir model and second order kinetics for both strains. 

Fourier transfer infrared (FT-IR) spectroscopy was used to characterize and identify possible 

binding sites, which confirmed the involvement of hydroxyl, carboxyl, amine and phosphate 

groups. 

Screening of factors influencing biosorption, by the Plackett-Burmand matrix, showed 

the strong contribution of pH followed by the concentration of ARB and biomass. 

The toxicity test showed that the use of yeasts resulted in a significant decrease in the 

toxicity of the dye solution to Medicago sativa seeds. 

Keyword: Bioremediation, Yeast, Acid Red B, Biodegradation, Biosorption, 

phytotoxicity 
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De nos jours, la protection des écosystèmes est devenue un enjeu majeur. L'augmentation 

des activités industrielles engendre une pression grandissante sur les réserves en eau douce de 

la planète. En effet, ces activités génèrent une grande diversité de produits chimiques qui se 

déversent dans l'eau, mettant en péril l’équilibre naturel qui a permis à la vie de se développer 

sur la terre. 

Etant une des premières industries pourvoyeuses d’emploi, l’industrie de textile contribue 

à près de la moitié des exportations de l’industrie manufacturière, avec 16% de la production 

industrielle totale, et plus de 3% dans le PIB, ce secteur joue un rôle très important dans 

l’économie (Meddeb, 2000).  

Toutefois, cette filière est parmi les industries les plus consommatrices de l’eau, générant 

des effluents en grandes quantités difficilement dégradables, vu l’hétérogénéité de leur 

composition. Les colorants sont les premiers contaminants à être reconnus par l’œil nu dans ces 

rejets. 

En raison de leur production à grande échelle et de leur application très répandue, les 

colorants sont à l’origine d’une pollution environnementale considérable et représentent un 

facteur de risque très sérieux pour la santé publique (McKay, 1979). En effet, le rejet brutal et 

massif de ces résidus toxiques dans le milieu naturel est une source dramatique de pollution 

esthétique, d'eutrophisation et de plusieurs perturbations, y compris la diminution de l'activité 

photosynthétique et de l'oxygène dissous (DO) ainsi que l'altération du pH, l'augmentation de 

la demande biochimique en oxygène (DBO) et de la demande chimique en oxygène (DCO), 

dans la vie aquatique (Amin et al., 2010 ; Saratale et al., 2013 ; Sol'is et al., 2012).). Ainsi, 

l’élimination de ces polluants avant leur rejet dans l'environnement est d'une importance 

capitale (Ayed et al., 2011). 

L’élimination de ces polluants des rejets industriels est très souvent réalisée par des 

méthodes physico-chimiques classiques tel que : la décantation, coagulation, floculation, 

oxydation, etc. Toutefois, les eaux résiduaires traitées par ces procédés contiennent encore des 

polluants et sont chargées en plus de réactifs ajoutés. Dans la plupart des cas, ces procédés sont 

très onéreux. 

Dans l’optique de limiter la présence de ces composés organiques bio-récalcitrants dans 

les eaux usées et l’environnement, des stratégies de traitement efficaces et écologiques ont été 

développées. Les procédés innovants qui utilisent le pouvoir des microorganismes sont devenus 
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de puissants outils qui peuvent souvent concurrencer avantageusement les méthodes physico-

chimiques préexistantes pour le traitement des sites pollués.  

Dans la littérature, plusieurs microorganismes ont montré la capacité de dégrader les 

colorants (Saratale et al., 2011). Cependant peu d’études ont porté sur les levures. En effet, les 

levures sont à la fois douées de grandes capacités de résistance aux conditions défavorables 

comme les champignons filamenteux, et sont capables de croitre assez rapidement comme les 

bactéries. De ce fait ce sont de microorganismes promoteurs dans le cadre de la bioremédiation. 

La présente étude a pour objectif l’étude de la potentialité de deux souches de levures, 

dans la dépollution de l’eau, particulièrement l’élimination d'un colorant azoïque le rouge de 

carmoisine (RC). Elle vise principalement d’élucider les mécanismes impliqués dans le 

processus de décoloration, de valoriser la biomasse issue de ces levures en tant que biosorbant, 

de caractériser les produits issus de la dégradation du RC et d’évaluer leur toxicité. 

Ce travail est structuré en trois parties : 

 La première partie est consacrée à la réalisation d’une synthèse bibliographique 

rassemblant : des généralités sur les colorants utilisés dans l’industrie et leur impact sur 

l’environnement (toxicité engendrée par leur présence dans les eaux des rejets industriels) et 

les différentes méthodes de traitement des eaux contaminées par les colorants, en particulier les 

méthodes biologiques. 

La deuxième partie présente un descriptif du matériel, des méthodes analytiques et des 

procédures expérimentales abordées pour réaliser cette étude. 

La troisième partie est dédiée à l’interprétation et la discussion des différents résultats 

obtenus. 
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1. Problématique de la pollution des eaux par les colorants 

La menace de la pollution par les colorants a atteint un niveau élevé ces dernières années 

étant donné qu’ils sont parmi les produits chimiques les plus consommés dans une multitude 

d'industries. En effet, une grande augmentation a été observée dans l'utilisation de colorants 

pour des applications telles que les textiles et cuirs, les détergents, les médicaments et les 

produits cosmétiques (Hou et al., 2017 ; Ooi et al., 2017). On estime que plus de 7 × 105 tonnes 

de colorants synthétiques sont produites dans le monde entier et que plus de 10 000 colorants 

et pigments différents sont utilisés industriellement (Sen et al., 2011, Checker et al., 2013).  

La Banque mondiale estime que 17 à 20 % de la pollution industrielle de l'eau provient 

des processus de teinture et du traitement des textiles, ces industries produisent des effluents 

contenant des composés chimiques potentiellement toxiques et extrêmement récalcitrants 

(Mansour et al., 2012 ; Kant, 2012 ; Chen et Burns, 2006) 

2. Classification des colorants 

Comme il existe de nombreux colorants produits dans le monde, il est nécessaire de les 

enregistrer et de les classer correctement. Il faut essentiellement distinguer entre les colorants 

naturels et les colorants synthétiques dont l’invention a marqué un tournant technique, 

scientifique et économique majeur. 

2.1. Colorants naturels 

Jusqu’au XIXe siècle, les colorants étaient naturels. Ils étaient, pour l’essentiel, d’origine 

végétale : la garance, les lichens, le noyer, la gaude ou l’indigo, etc… Les colorants peuvent 

également être d’origine animale telle que la précieuse pourpre impériale provenant du murex 

et le cramoisi de la cochenille. Ils peuvent également être d’origine minérale en citant l’exemple 

du bleu outremer obtenu par le broyage de lapis-lazuli. 

Malgré la diminution de leur importance économique, les colorants naturels restent, très 

utilisés dans les produits alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques avec des 

réglementations très strictes (Bouyarmane, 2014). 

2.2. Colorants synthétiques  

Les colorants de synthèse ont progressivement supplanté les colorants naturels. Les 

recherches, menées depuis le milieu du XIXe siècle, ont débouché sur la fabrication de très 

nombreuses familles de colorants. Ces derniers sont généralement classés sur la base de leur 
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dissolution de charge de particules dans un milieu d'application aqueux (Purkait et al., 2005). 

On distingue alors, les colorants cationiques (tous colorants basiques), anioniques (directs, 

acides et réactifs), et non ioniques (colorants dispersés). Les colorants synthétiques peuvent 

également être classés selon leur structure chimique (Classification chimique), ou bien selon 

leur mode d’utilisation et d’application sur différents substrats (Classification tinctoriale) 

(Bouyarmane, 2014). Selon la classification chimique on distingue plusieurs sous-classes dont 

les plus importantes sont représentées par les colorants anthraquinonique et les colorants 

azoïques (Benaissa, 2011). 

2.2.1. Colorants azoïques  

Parmi les colorants synthétiques commerciaux, les colorants azoïques (composés 

organiques les plus anciens synthétisés industriellement) représentent la plus grande classe avec 

une large gamme de couleurs et de structures et représentent jusqu'à 70 % du total des colorants 

textiles utilisés (Lang et al., 2013).  

Ceci est grâce à leurs caractéristiques et propriétés physicochimiques attrayantes, telles 

que : l’application facile, la grande stabilité photolytique, la disponibilité d'une large gamme de 

nuances brillantes, la forte adhérence covalente aux fibres textiles et la consommation minimale 

d'énergie (Brüschweiler & Merlot, 2017). Ces colorants appartiennent à la classe des composés 

aromatiques et hétérocycliques ayant la liaison azoïque (N = N) qui sont récalcitrants et 

possèdent même des propriétés carcinogènes (Saratale et al., 2011). Ils sont obtenus à partir du 

couplage de sels de diazonium avec des amines aromatiques, des phénols, des naphtols ou des 

énols aliphatiques.  

2.2.2. Cas du rouge de carmoisine  

Le rouge de carmoisine, aussi connu sous les noms Azorubine, CI Acid Red B ou Acid 

Red 14, est un colorant azoïque qui se présente sous forme d’un sel disodique, il est composé 

de deux cycle de naphtalène liés par un pont N=N (voir la structure ci-dessous). Il est utilisé 

comme additif alimentaire (confiture, yaourt), en cosmétique (savons liquides, rouge à lèvres, 

gels douche …) et dans certains médicaments pour les enfants (Doliprane pédiatrique) (Amin 

et al., 2010). Le tableau 1 présente quelques caractéristiques moléculaires de ce colorant. 
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Tableau 1- Caractéristiques du rouge de carmoisine (Amin et al., 2010) 

Nom Azorubine, Acid Red 14, … 

Couleur  Rouge  

Masse molaire  502,428 ± 0,029  

Λmax 515 nm 

Formule brute  C20H12N2Na2O7S2  

Nomenclature  4-hydroxy-3-[(4-sulfonatonaphtyl) azo] 

naphtalène sulfonate de disodium  

 

Classe  Monoazoïque  

 

3. Toxicité des colorants et leur impact sur l’environnement  

Des études approfondies ont été entreprises pour expliquer les répercussions à court et à 

long terme des colorants sur la santé humaine et l'écologie naturelle (Long et al., 2017, Shabbir 

et al., 2017). 

3.1.Effet sur la santé 

Des expériences sur des rats albinos suisses en tant qu'organismes modèles ont montré la 

toxicité des eaux usées textiles pour les animaux (Sharma et al., 2007).  

L'effet d'exposition des ouvriers dans l'industrie de textile aux colorants a suscité 

l'attention. Par conséquent, il s'est avéré que l’augmentation du nombre de cancers de la vessie 

observés chez des ouvriers de l'industrie textile, est reliée à leur exposition prolongée aux 

colorants azoïques (Hoet et al., 1999). 

 La mutagénicité et la cancérogénicité des colorants azoïques et de leurs dérivés ont déjà 

été rapportées par Yahagi et al. (1975). Par ailleurs, il a été démontré que le rouge de carmoisine, 

particulièrement, inhibe l’activité de l’enzyme cholinestérase dans les cellules érythrocytaire 
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ainsi que dans le plasma (Osman et al., 2004). Il a été également montré que ce colorant 

provoque de l’asthme, l’éruption cutanée chez beaucoup de gens et stimule certains effets 

comportementaux comme les crises de colère, l’hyperactivité et l’insomnie chez les enfants 

(Gupta et al., 2009). Des doses élevées du colorant peuvent également entrainer la somnolence, 

le coma, et même la mort (Gaunt et al., 1967). 

3.2. Effet sur l’environnement 

L’impact des colorants sur l’environnement était sujet de plusieurs études, il se manifeste 

sous différents aspects, notamment l’eutrophisation. En effet, sous l’action des 

microorganismes, les colorants libèrent des nitrates et des phosphates dans le milieu naturel. La 

consommation de ces ions minéraux par les algues et les plantes aquatiques accélère leur 

prolifération anarchique en induisant un phénomène de sous-oxygénation. Par ailleurs, en plus 

de leur aspect esthétique nuisant, les colorants interfèrent avec la transmission de la lumière 

dans l’eau en bloquant la photosynthèse. 

La bioaccumulation est parmi les dangers à long terme confronté par la présence de ces 

polluants dans la nature. En effet, les colorants synthétiques, en particulier azoïque, sont des 

composés persistants dans l’environnement en raison de leurs caractéristiques chimiques (la 

présence de cycles aromatiques, de substituants halogène, etc.) (Pagga et Brown, 1986). 

En outre, Les colorants sont peu disposés au catabolisme oxydatif dans les conditions 

environnementales aérobies à cause de leur déficience électronique générée par l’électro-

attraction des groupes azoïques (Perrin et Scharff, 1999). Subséquemment, les espèces qui se 

trouvent à l'extrémité supérieure de la chaîne alimentaire, y compris l'homme, se retrouvent 

exposées à des teneurs en substances toxiques pouvant être mille fois plus élevées que les 

concentrations initiales dans l'eau (Ben Mansour et al., 2011). 

3.3. Législation sur le rejet des colorants dans l’environnement  

Le Maroc, à l’instar des autres pays bien avancés au niveau de la protection de 

l’environnement, a promulgué des lois qui contraindraient les industriels en fonction de leur 

activité à s’équiper d’unités de traitement des eaux usées pour diminuer la charge polluante 

avant leur déversement dans les cours d’eau ou dans la mer ou de prélever des taxes spéciales 

sur la pollution. Ainsi, le Maroc est doté d’une réglementation (la loi marocaine n° 10-95 sur 

l’eau) sur les rejets d’effluents dans le milieu hydrique qui fixent les valeurs de rejets limites 

par les différentes industries afin maitriser, en termes de quantité et qualité, la composition de 
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ces effluents, et pour permettre l’amélioration de la qualité des eaux de surface et des eaux 

souterraines. (Bulletin Officiel n° 4325 du 24 Rabii II 1416/20 septembre 1995).  

4. Méthodes de traitement des colorants 

La réglementation et la réduction des polluants hautement toxiques et dangereux, tels que 

les colorants, ont été reconnues comme des tâches essentielles par les principales agences et 

organisations environnementales. Ainsi, Un large éventail de méthodes a été développé pour 

l'élimination des colorants synthétiques des eaux usées afin de réduire leur impact sur 

l'environnement. Ces méthodes sont divisées en trois grandes catégories : physique, chimique 

ou biologique. 

4.1.  Méthodes physico-chimiques 

Plusieurs procédés physiques, chimiques et physico-chimiques ont été utilisés pour le 

traitement des colorants, tel que : l’adsorption sur l'argile bentonite, l'ultrafiltration (UF), 

l'osmose inverse (RO), l’oxydation par l'ozone (O3) (Wibulswas 2004 ; Metcalf, 2003). Bien 

que les méthodes physiques, chimiques et physicochimiques soient très rapides et efficaces 

contre certains colorants, ces dernières ont présenté une faible efficacité pour d’autres. Par 

ailleurs, elles se sont avérées très coûteuses et nécessitent des équipements sophistiqués (Hao 

et al., 2000). Plusieurs études ont également montré que ces méthodes peuvent être responsables 

de l’apparition de certains polluants organiques parfois plus toxiques que les molécules 

d’origine (Dos Santos et al., 2007 ; Robinson et al., 2001). Ainsi, elles sont peu efficaces compte 

tenu des normes exigées.  

4.2. Méthodes biologiques 

Les techniques biologiques ont reçu une prise de conscience omniprésente de la part de 

la communauté scientifique au cours de la dernière décennie. En raison de nombreux avantages 

par rapport aux méthodes conventionnelles. Elles sont reconnues comme une option de 

traitement prospectif pour les colorants dans diverses conditions (Ghosh et al., 2017, Ito et al., 

2016). Avec une grande flexibilité dans la conception et les conditions de fonctionnement, les 

techniques de bioremédiation utilisent des microorganismes ou des plantes recombinants et 

naturels pour dégrader les matériaux dangereux (tels que les colorants dans des conditions 

aérobies ou anaérobies) en composés inoffensifs (dioxyde de carbone et eau) (Ghosh et al., 

2017). 
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4.2.1.  Phytoremédiation 

La phytoremédiation est une technologie émergente prometteuse et peu coûteuse pour 

l'assainissement des sols et des eaux souterraines contaminés par des métaux lourds et des 

polluants organiques (Patil et al., 2009). Il s'agit d'un système autotrophique facile à gérer et 

qui est généralement approuvé par le public en raison de son attrait esthétique et sa durabilité 

environnementale (Ghodake et al., 2009a). Plusieurs plantes telles que Blumea malcommi, 

Brassica juncea, Sargassum. vulgare et phaseolus mungo, se sont révélées capables de 

dégrader les colorants de textile, (Ghodake et al., 2009 ; Kagalkar et al., 2009). 

Il a été également rapporté que les cultures de racine de poils de Tagetes patula sont 

efficaces dans la décoloration du Rouge réactif 198 et que le système enzymatique de la plante 

est responsable de cette opération (Patil et al., 2009). 

Cependant, l'application à grande échelle de la phytoremédiation est actuellement 

confrontée à un certain nombre d'obstacles, notamment le niveau de polluants toléré par la 

plante, la fraction biodisponible des contaminants et l'évapotranspiration des polluants 

organiques volatils, ainsi que l'implantation de vastes zones (Ghodake et al. 2009b). 

4.2.2. Bioremédiation   

La capacité des microorganismes à effectuer la décoloration a récemment reçu beaucoup 

d'attention. Cette approche biotechnologique a suscité un intérêt en ce qui concerne la lutte 

contre la pollution azoïque de manière éco-efficiente et représente une alternative intéressante 

aux processus physiques et chimiques. En effet, les méthodes biologiques présentent plusieurs 

avantages à savoir le respect de l'environnement, la faible production de boues, la production 

des produits non toxiques ou ayant une minéralisation complète, et la faible consommation 

d'eau par rapport aux méthodes physico-chimiques (Banat et al., 1996 ; Rai et al., 2005).  

L’atout principal des microorganismes dans la dépollution réside dans leur grande 

diversité. (Pandey et al., 2007). Il s’est avéré qu’une grande variété de micro-organismes sont 

capables de décolorer une large gamme de produits, y compris ; les bactéries (Dawkar et al., 

2008, Jadhav et al., 2007, Kalyani et al., 2008, Saratale et al., 2009, Telke et al., 2008), les 

champignons (Fournier et al., 2004, Saratale et al., 2006), les levures (Jadhav et al., 2007, Lucas 

et al., 2006, Saratale et al., 2009), les actinomycètes (Machado et al., 2006) et les algues  (Gupta 

et al., 2006, Parikh et Madamwar, 2005, Yan et Pan, 2004). 
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4.2.2.1. Les algues 

Les algues sont omniprésentes et prennent de plus en plus une considération dans la 

dégradation des eaux usées de textiles.  

Les macro-algues vertes Cladophora (Khataee et al., 2011) ont la capacité de dégrader 

principalement les colorants azoïques en raison de la présence d'une enzyme azoreductase. 

Plusieurs espèces de Chlorella et d'Oscigllatoria sont trouvées également capables de dégrader 

les colorants azoïques en leurs amines aromatiques et peuvent en outre métaboliser ces derniers 

en composés organiques plus simples ou en CO2 (Acuner et Dilek, 2004). 

4.2.2.2. Les champignons 

L’activité métabolique des champignons permettant de dégrader divers composés 

organiques complexes a été rapportée grâce à la production d'un grand nombre d'enzymes 

intracellulaires et extracellulaires (Asgher et al., 2008). 

Les chercheurs se sont intéressés à de nombreux champignons. L'utilisation de l’espèce 

P.chrysosporium dans la décoloration des effluents textiles a été largement rapportée dans la 

littérature (Gomaa et al., 2008, Sharma et al., 2009, Faraco et al., 2009). D’autres champignons 

tels que Aspergillus niger (Fu et Viraraghavan, 2000, 2001), Rhizopus arrhizus (Zhou et Banks, 

1991), Rhizopus oryzae (Gallagher et al., 1997), ont été également rapportés pour leur 

application dans la décoloration et/ou la biosorption des colorants azoïques. D’autres 

chercheurs ont, également, confirmé la capacité des souches fongiques appartenant à 

Thamnidium elegans et Zygorhynchus moelleri à dégrader efficacement certains composés 

aromatiques et phénoliques fortement toxiques (Papanikolaouet et al., 2008 ; Bellou et al., 

2014). 

4.2.2.3.  Les bactéries  

La plupart des études sur la biodégradation des colorants azoïque se sont concentrées sur 

les bactéries. Ces dernières étaient largement utilisées pour éliminer les colorants azoïques en 

raison de leur activité élevée, de leur distribution étendue et de leur forte adaptation au 

conditions environnementales (Pearce et al., 2003). Ainsi, différents paramètres ont été évalués 

par plusieurs types de bactéries pour accélérer le processus et développer des techniques 

efficaces de bioremédiation (Khehra et al., 2005). Le tableau 2 rassemble différents exemples 

des études menées dans ce sens et dont la décoloration a dépassé 50% pour l’ensemble des 

colorants utilisés. 
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Tableau 2- Quelques études concernant le traitement des colorants azoïques par les 

bactéries 

Espèce   Conditions de décoloration  Efficacité de décoloration  Référence  

Klebsiella oxytoca 

 

Dégradation aérobie, pH 7.0, 

N2, 30 ◦C, 48 h 

Orange de méthyle, 96.53%  Yu et al., 2012 

Micrococcus sp. Dégradation aérobie, pH 6, 35 ◦

C, 48 h 

Orange MR, 93.18% Rajee et al., 

2011 

Geobacillus 

stearothemophilus 

Dégradation aérobie, 150 rpm, 

pH 7, 50 ◦C, 24 h  

Orange II, 98%  Evangelista-

Barreto et al., 

2009 

Bacillus sp. Dégradation aérobie, pH 7, 40 ◦

C, 24 h 

Rouge de Congo, 85% Sawhney et al., 

2011 

Sphingomonas 

paucimobilis 

Dégradation aérobie, pH 9, 30 ◦

C, 10 h  

Rouge de méthyle, 98% Ayed et al., 

2011 

Kocuria rosea  Dégradation sous conditions 

statiques, pH 6.8, 30 ◦C,12 h 

Orange de méthyle, 100%  Parshetti et al., 

2010 

En effet, la décoloration des colorants azoïques par les bactéries implique le clivage des 

liaisons azoïques à l'aide de diverses enzymes et donneurs d'électrons (Brüschweiler & Merlot, 

2017). Les intermédiaires résultants (tels que les amines aromatiques) de la minéralisation des 

colorants subissent une dégradation supplémentaire par les enzymes hydroxylase et oxygénase 

libérées par ces bactéries (Xiang et al., 2016).  

4.2.2.4.  Les levures 

En comparaison avec les autres microorganismes, les levures présentent de nombreux 

avantages. Ces dernières présentent une croissance rapide, une capacité élevée à éliminer 

simultanément les colorants et les métaux lourds, tels que Pb (II) et Cd (II) (Ertugrul et al., 

2008, Fairhead et Thony-Meyer, 2012), un taux de décoloration plus rapide que les 

champignons filamenteux et une capacité de survivre à des environnements défavorables 

(Martorell et al., 2012, Yu et Wen, 2005). Plusieurs espèces de levures ont été considérées 



Synthèse bibliographique  

 

13 
 

comme des adsorbants prometteurs capables d'éliminer des concentrations élevées de colorants. 

Les résultats de quelques études sont résumés dans le tableau 3. 

Tableau 3- quelques études concernant le traitement des colorants azoïques par des 

levures 

Espèce  Conditions de décoloration  Efficacité de décoloration  Référence  

Candida 

tropicalis  

Adsorption ; pH 3–7, 120 

rpm, 28 ◦C, 2 jours 

Basic Violet 3, 85.3% Das et al., 2011 

Candida 

tropicalis  

 

Dégradation aérobie ; pH 3–

9, 120 rpm, 28 ◦C,30h 

 

Acid Blue93, 100%; Direct 

Red28,100%; Basic Violet 3, 90%  

 

Charumathi et 

al., 2010 

 

Pichia fermentans  Adsorption; pH 3, 120 rpm, 

28 ◦C 

Acid Blue 93, 100%; Direct Red 

28, 95%; Basic Violet 3, 70% 

 

Das et al., 2010 

Galactomyces 

geotrichum  

 

Dégradation aérobie ; pH 7, 

120 rpm, 30 ◦C, 24 h 

 

Mélange de Remazol Red, 

GoldenYellow HER, Rubine 

GFL, Scarlet RR, MethylRed, 

Brown 3 REL, Brilliant Blue, 88% 

Waghmode et 

al., 2011 

Paraconiothyrium 

variabile 

Dégradation aérobie ; 40 ◦C, 

3 h 

Sudan Black, 84%; Remazol 

Brilliant Blue R, 93%  

 

Aghaie 

Khouzani et 

al., 2012 

 

5. Mécanisme d'élimination des colorants azoïques  

 La minéralisation des colorants azoïques par les microorganismes, spécialement les 

levures, implique plusieurs mécanismes complexes tels que la biodégradation et/ou la 

biosorption.  
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5.1.  Biosorption 

Le terme biosorption peut décrire tout système dans lequel une surface solide d'une 

matrice biologique interagit avec une entité, entraînant une réduction de sa concentration en 

solution (Gadd, 2009). Selon certaines études, le mécanisme de la biosorption peut inclure 

plusieurs autres mécanismes tels que : l'adsorption superficielle, l’accumulation, l'échange 

ionique, la complexation (coordination), la chélation et la micro-précipitation (Crini, 2006). 

L'adsorption des colorants est dépendante des propriétés des colorants telles que la 

structure moléculaire, le type, le nombre et la position des substituants dans la molécule de 

colorant (Reife et Freeman, 1996). En effet, les parois cellulaires fongiques sont des structures 

macromoléculaires complexes constituées de chitines, de glucanes, de mannans et de protéines. 

Ils sont composés de nombreux groupes fonctionnels ; principalement de polysaccharides, de 

protéines et de lipides (Gadd, 1993). Les colorants peuvent interagir avec ces groupes actifs sur 

la surface cellulaire d'une manière différente. Certaines études ont montré que l'adsorption des 

colorants augmente en présence de groupements hydroxyle, nitro et azo dans la molécule de 

colorant, et diminue en présence des groupements sulfoniques (Reife et Freeman, 1996). Ce 

processus de liaison est souvent assez rapide pour être achevé en quelques heures (Chen et al. 

2016). 

La biosorption a été définie par la plupart des chercheurs comme un processus passif et 

métaboliquement indépendant (Malik, 2004, Gadd, 2009). Il peut être effectué soit par la 

biomasse morte, soit par des fragments de cellules et de tissus, présentant certains avantages 

notamment la facilité et la sécurité de la manipulation du matériel biologique. Cependant, le 

processus réalisé par des cellules vivantes via la complexation à la surface des parois cellulaires 

et/ou d'autres couches externes, est désigné sous le terme bioaccumulation (Malik, 2004), il est 

du coup plus lente et plus complexe vue l’implication de plusieurs variables inclus : pH, 

disponibilité de ligands, produits des activités métaboliques cellulaires, etc. (Gadd, 2009). Aksu 

(2003) a effectué une étude sur la bioaccumulation de trois colorants azoïques par les cellules 

de Saccharomyces cerevisiae, il a constaté que l’augmentation de la concentration du colorant 

a inhibé la croissance ainsi que la capacité de bioaccumulation a différé d’un colorant à l’autre.  
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5.2. Biodégradation 

La biodégradation des colorants azoïques implique deux voies primordiales. Il s’agit de la 

réduction ou de l’oxydation. Le dispositif moléculaire mis en œuvre est constitué d’une gamme 

d’enzymes spécifiés dans l’une des voies citées. 

5.2.1. Dégradation des colorants azoïques par des enzymes réductives 

La dégradation des composés azoïques par les azoreductases a été montrée comme étant 

de nature presque exclusivement anaérobie. Celle-ci implique le clivage de liaisons azoïques 

(N=N) par un transfert de quatre électrons réducteurs et le colorant agit comme un accepteur 

final d'électrons, entraînant ainsi la formation de solutions incolores. Ces réactions nécessitent 

des cofacteurs réducteurs tels que le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+), le 

nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADP+) pour catalyser la réduction enzymatique 

des colorants azoïques par les azoreductase (Ramalho et al., 2014). La présence de NADH-

DCIP réductase, la riboflavine réductase et l'induction dans l'activité azoreductase au cours de 

la décoloration de Remazol avec Galactomyces geotrichum MTCC1360 a été rapportée par 

Waghmode et al. (2012). 

Plusieurs recherches ont rapporté l’efficacité de dégradation des colorants azoïques 

récalcitrants dans des conditions anaérobies par des microorganismes anaérobies (en raison de 

leurs azoreductase) ou des enzymes azoreductase purifiées (Chen et al., 2005).  Pourtant, 

d’autres études ont rapporté que les azoreductase peuvent aussi bien fonctionner dans des 

conditions aérobies qu’anaérobies, Chang et al. (2001) ont analysé l'activité de l'extrait 

cellulaire de Pseudomonas luteola dans des conditions anaérobies et aérobies et ont indiqué que 

la présence d'oxygène n'avait pas d'influence directe sur l'activité azoreductase. 

5.2.2. Dégradation des colorants par des enzymes oxydatives 

L’oxydation des colorants azoïques par les souches fongiques implique l’expression des 

enzymes lignolytiques extracellulaires non spécifiques (Majeau et al., 2010 ; Husain et Husain, 

2011). En effet, les enzymes modifiant la lignine telles que la laccase, la manganèse peroxydase 

(MnP), la lignine peroxydase (LiP), la tyrosinase (Tyr) et, la N-déméthylase, sont largement 

apparentées à la biodécoloration (Chatha et al., 2017). Les réactions catalysées par ces enzymes 

extracellulaires sont des réactions d'oxydation.  La lignine peroxydase, par exemple, catalyse 

l'oxydation des composés aromatiques non phénoliques, tandis que la manganèse peroxydase 

et l'acétate catalysent l'oxydation des composés phénoliques (McMullan et al., 2001). 
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1. Microorganismes et conditions de culture 

1.1. Microorganismes  

Les souches de levure utilisées dans cette étude font partie de la banque de 

microorganismes du laboratoire de biotechnologie microbienne, désignés par les noms M1 et 

M3. Ces dernières ont été isolées à partir de sites pollués par les effluents industriels de la ville 

de Fès (Maroc) (Bahafid et al., 2013). Ces souches ont été sélectionnées pour ce travail sur la 

base de leur capacité dépolluante du colorant azoïque le rouge de carmoisine (RC) (Danouche, 

2017)  

1.2. Milieux de culture  

Afin d’évaluer la capacité dépolluante des souches étudiées vis-à-vis de différents 

colorants azoïques, les levures ont été cultivées dans le milieu YPG (2 % de peptone, 1 % 

d’extrait de levures et 2 % de glucose). Celui-ci est le milieu de culture le plus communément 

utilisé pour les levures permettant une bonne croissance des souches.  

Toutefois, ce dernier n’a pas été adapté pour évaluer l’efficacité du traitement des 

colorants par les isolats de levures.  Ainsi, une version de YPG semi-riche (0.2 % d’extrait de 

levure, 0.2 % du peptone et 2 % du glucose) développée par Bahafid et al. (2013), a été prouvée 

être plus convenable pour les tests de décoloration en éliminant l’interférence des différents 

constituants. 

1.3.  Préparation de l’inoculum 

Afin d’estimer la concentration cellulaire en g/L des cellules de levures, le poids sec de 

la biomasse a été déterminé. Pour ceci, un volume fixe d’une culture cellulaire en phase 

exponentielle avec une densité optique connue (DO mesurée à 600 nm), a été centrifugé à 6000 

rpm pendant 10 min. Le culot a été récupéré, lavé avec de l’eau distillée stérile, filtré sous vide 

à travers un filtre de nitrocellulose de 0,45 μm et séché à 37°C, pendant une nuit. Le poids sec 

du filtrat est ainsi exprimé en grammes par litre (Hela et al., 2002). La concentration cellulaire 

de l’échantillon a été déterminée par conversion de la DO en poids sec des cellules. 

1.4. Colorants utilisés 

Cinq colorants azoïques, dont les structures et les nominations sont présentées sur le 

tableau 4 ont été testés au cours de ce travail. 
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Tableau 4- Caractéristiques des colorants azoïques testés 

Colorant Synonyme Structure  λmax 

 

Carmoisine 

 

C.I. Acid Red 14 

 

 

 

515 

 

Calcon 

 

C.I.  Mordant noir 

17 

 

 

 

520 

 

Rouge Congo 

 

C.I. Direct Red 28 

 
 

 

490 

 

Méthylorange 

 

C.I. Acid Red 2 

  

 

440 

 

Tartrazine 

 

C.I. Acid Yellow 

23 

 

 

 

430 

 

2. Etude de la décoloration  

2.1. Mise en évidence de la capacité de décoloration de différents colorants 

azoïques par les cellules de levures 

Les souches de levures M1 et M3, ont été testées pour leur capacité de décoloration des 

différents colorants cités ci-dessus. Les cellules ont été cultivées dans 50 mL du milieu YPG 

semi-riche contenant 50 mg/L du colorant à tester.  Les résultats de décoloration ont été 

enregistrés après 24 h d’incubation à 30°C sous agitation à 150 rpm/min. Ainsi, des aliquotes 
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de 1 mL ont été prélevés, centrifugés à 10 000 g pendant 10 min, puis analysés par 

spectrophotométrie à la longueur d'onde optimale d’absorption de chaque colorant. Des témoins 

abiotiques ont été préparés et incubés dans les mêmes conditions. 

L’efficacité de décoloration a été évaluée en déterminant le pourcentage de décoloration 

(D %) selon la relation suivante (Lade et al., 2015) : 

% Décoloration =
DOi−DOf

DOi
× 100 

2.2.  Etude de la cinétique de la décoloration du RC 

Dans la suite de ce travail, nous avons choisi le RC comme un colorant azoïque modèle 

sur lequel nous avons effectué l’ensemble des tests traités.  

Afin d’étudier l’effet du colorant RC sur la croissance des cellules, 50 mL du milieu YPG 

semi-riche stérile contenant 50 mg/L du rouge de carmoisine a été inoculé par les cellules de 

levure M1 et M3 (2 g/L) séparément. Après incubation à 30 °C sous agitation, la cinétique de 

croissance et de décoloration ont été suivies, comme décrit précédemment, en évaluant la 

densité optique (DO) respectivement à 600 nm et 515 nm à différents intervalles de temps. Des 

témoins abiotiques ont été préparés et incubés dans les mêmes conditions. 

2.3. Effet de l’immobilisation des cellules sur la décoloration 

L’effet de l’immobilisation des cellules sur la décoloration a été également évalué, elle a 

été réalisée en utilisant deux types de supports à des concentrations précises : l’alginate de 

sodium à 2 % (Ramsay et al., 2005) et le carboxyméthylcellulose à 2 % (Charumathi et al., 

2010). 

➢ Préparation des supports  

Une quantité de 1 g de l’alginate de Sodium et de CMC a été dissoute dans 25 mL de l’eau 

distillé et stérilisée par autoclavage (20 min, 121°C)   

➢ Immobilisation des cellules 

Un volume de 25 mL d’une culture cellulaire, ayant une concentration cellulaire de 2 g/L, a été 

mélangé avec 25 mL d’une solution de support déjà préparée. L’homogénéisation est effectuée 

lentement sous agitation. 
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• Immobilisation des cellules sur l’Alginate de sodium 

Le mélange cellules-alginate de Sodium, après homogénéisation, a été récupéré par une 

seringue stérile, puis injecté dans une solution de CaCl2 (0,2 M) stérile doucement de façon à 

permettre la création de petites billes dont le diamètre ne dépasse pas les 2 mm. Dans le but 

d’améliorer leur stabilité mécanique ces dernières ont été conservées dans la solution de CaCl2 

(0,2 M) à 4°c pendant 2 h. 

• Immobilisation des cellules sur le CMC 

 Le mélange cellules-CMC a été homogénéisé, récupéré par une seringue stérile, et par la 

suite injecté dans un flacon contenant la solution FeCl3 (0,05 M). Les billes formées ont été 

conservées à 4°C pendant 1 h dans cette solution. 

Dans le but de tester la capacité de décoloration des cellules immobiles vis-à-vis du RC. 

Les billes déjà préparées ont été lavées trois fois par l’eau distillée stérile, puis mises en 

suspension dans le tampon acétate (pH= 4) contenant 25 mg/L du colorant. Après incubation à 

30°C sous agitation (150 rpm), le dosage du RC a été effectué en suivant les mêmes étapes que 

précédemment (section 2.1). Pour chacun des supports utilisés, un témoin a été préparé avec 

l’eau distillé stérile. 

3. Etude des mécanismes de la décoloration du RC 

3.1. Etude de la biodégradation  

3.1.1. Extraction des produits de dégradation  

Les produits obtenus après la dégradation complète du RC (décoloration totale), validée 

par la mesure de l’absorbance, ont été extraits par l’ajout d’un volume égal de l’acétate d’éthyle 

(Jadhav et al., 2010). Après centrifugation à 4000 rpm (5°C, 20 min) le Na2SO4 est rajouté à la 

phase organique, filtrée par la suite à travers un filtre de nitrocellulose 0.45µm. Le solvant est 

ensuite évaporé à l’aide d’un évaporateur rotatif. Le résidu est repris dans le méthanol 90 %. 

3.1.2. Caractérisation des produits de dégradation  

Différentes techniques ont été mises en œuvre afin de pouvoir caractériser les produits de 

dégradation du RC par les souches M1 et M3 : 

- Spectroscopie UV-visible :  La spectroscopie UV-Visible est une technique qui permet de 

déterminer qualitativement et quantitativement la substance analysée dans ce domaine spectral. 

Afin d’obtenir un spectre UV-visible, la solution est soumise aux rayonnements dont la 

longueur d’onde est comprise dans l’intervalle 200-400 nm (domaine des ultraviolets) et dans 
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l’intervalle 400-800 nm (domaine de la lumière visible). Pour chaque longueur d’onde, 

l’absorbance est mesurée et les données recueillies sont utilisées pour tracer les variations de 

l’absorbance (en ordonnées) en fonction de la longueur d’onde (en abscisse). Le graphique ainsi 

obtenu constitue un spectre UV-visible (Dergal et al., 2013). 

Pour réaliser ce test, les suspensions des cellules qui ont présenté une décoloration totale 

ont été centrifugés à 4000 rpm pendant 10 min. le surnageant a été récupéré puis analysé par un 

spectrophotomètre UV-visible. L’absorbance a été mesurée dans un intervalle de 300 à 800 nm. 

- Chromatographie sur couche mince (CCM) : Les produits de dégradation extraits ont été 

déposés à l’aide des tubes capillaires en verre sur un gel de silice déposé en couche mince sur 

une plaque d'aluminium. L’éluant étant un mélange du méthanol : eau distillé (9 :1). Après 

l’élution, les constituants du mélange se séparent par migration différentielle, et les spots ont 

été visualisés sous des radiations UV. Le rapport frontal est calculé selon la formule suivante :  

Rf= h/H 

h : est la distance parcourue par les constituant du mélange. (Jadhav et al., 2007). 

- Chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC/MS) : Afin 

d’identifier les métabolites résultants de la dégradation du rouge de carmoisine par les souches 

M1 et M3 une analyse par la GC/MS a été menée à la cité d’innovation. 

La température de l'injecteur a été maintenue à 280 °C, permettant la volatilisation des 

échantillons. L’hélium a été utilisé comme gaz porteur balayant en continu la colonne, 

entrainant ainsi les composés en fonction de leur affinité avec le revêtement du polymère (la 

phase stationnaire). Ces derniers subissent ensuite une ionisation électronique. Les ions formés 

sont séparés sous l’effet d’un champ magnétique, et sont récoltés sur un détecteur qui joue le 

rôle d’amplificateur de signal. Les composés ont été identifiés sur la base du rapport 

masse/charge (m/z) (Jadhav et al., 2008). 

– Spectroscopie IRTF : Afin de caractériser la structure moléculaire des produits de 

dégradation, une analyse par la spectroscopie IRTF a été réalisée à la cité d’innovation. Les 

produits de dégradation de M1, M3, et le colorant ont été testés, les spectres infrarouges ont été 

obtenus dans un mode de transmission (4000-400cm-1). 

3.1.3. Mesure de l’activité enzymatique de la laccase 

L’activité laccase a été mesurée dans la surnageant des cultures de levures M1 et M3 

additionnées ou non du rouge de carmoisine  
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En effet, l’activité enzymatique (A) d’une solution d’enzyme est calculée par rapport à 

un substrat donné. Elle est exprimée en unité U/mL d’enzyme, sachant que U est le nombre de 

μmoles de substrat transformé par minute par l’enzyme (μmole/min). Le substrat de référence 

utilisé pour déterminer l’activité enzymatique de la laccase est l’acide 2, 2’-azino-bis (3- 

éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS) (Jadhav et al., 2010) 

 L’ABTS2- est un composé incolore, mais son oxydation (par la laccase) en un radical 

stable provoque l’apparition d’une coloration verte permettant ainsi d’effectuer des mesures de 

spectrophotométrie UV-visible à 420 nm. Les réactions mises en jeu sont :  

ABTS 2- → ABTS- + e- 

O2 + 4 H+ + 4 e- → 2 H2O 

4 ABTS2- + O2 + 4 H+ → 4 ABTS- + 2 H 2O 

3.2.Etude de la biosorption  

3.2.1. Effet de l’inactivation des cellules sur la décoloration 

Dans le but de comparer la capacité de décoloration des cellules vivantes à celle des 

cellules mortes vis-à-vis du colorant RC, ces dernières ont été ensemencées (2 g/L) dans 50 mL 

du milieu YPG semi-riche additionné d’une concentration de 50 mg/L du rouge de carmoisine. 

Dans le cas des cellules mortes, un traitement des cellules par autoclavage à 120 °C pendant 

20min a été réalisé avant l’ajout du colorant. Après incubation à 30 °C sous agitation (150 rpm), 

le pourcentage de décoloration ont été déterminés comme décrit précédemment. 

3.2.2. Modélisation des isothermes d’adsorption 

Les isothermes sont les relations d'équilibre entre la concentration de l'adsorbat sur la 

phase solide et sa concentration dans la phase liquide. Ces derniers jouent un rôle important 

dans la compréhension du mécanisme d'adsorption en expliquant comment l'adsorbant va 

interagir avec l'adsorbat (adsorption en monocouche ou en multicouche). En outre ils nous 

permettent de donner une idée sur la capacité maximale d'adsorption (Qmax).   

Les échantillons utilisés pour construire ces isothermes ont été préparés en ensemençant 

une concentration de 2 g/L de cellules mortes (autoclavées à 121°Cpendant 20 min) dans 50 

mL du tampon acétate additionné d’une concentration initiale C0 du RC qui varie de 50 à 200 

mg/L. les différents échantillons ont été incubés à 30°C sous agitation 150 rpm/min. A 

l'équilibre, l'adsorbant chargé en polluant est séparé de la solution. La cinétique de l’adsorption 

a été suivie comme décrit précédemment (section 2.1). 
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La quantité de rouge de carmoisine adsorbé, nommé Qe, est quantifiée selon l’équation 

suivante (Al-Mardini et al., 2008) : 

Qe =
(C0 − Ce)V

𝑀
 

-C0 (mg/L) la concentration initiale du colorant 

-Ce (mg/L) est la concentration à l’équilibre 

-V (L) est le volume  

- M (g) est la masse de l’adsorbant (biomasse). 

Plusieurs modèles d'isothermes sont présentés dans la littérature (Srinivasan et al., 2010), 

pourtant les modèles de Langmuir et Freundlich sont parmi les isothermes les plus couramment 

utilisés décrivant les systèmes de sorption solide-liquide. Le modèle le mieux adapté peut être 

choisi en fonction des valeurs du coefficient de corrélation de régression linéaire R2.  

3.2.2.1.Modèle de Langmuir  

Selon le modèle de Langmuir, on suppose que l'adsorption se fait sur des sites homogènes 

spécifiques dans l'adsorbant. Celui-ci est utilisé avec succès pour de nombreux processus 

d'adsorption monocouche (Podkoscielny et Nieszporek, 2011). 

 L'équation de Langmuir est exprimée par l’équation suivante (Langmuir, 1918) :  

Qe =
Qm . KL . Ce

(1 +  KL . Ce)
 

-Qe est la quantité de colorant adsorbée à l'équilibre (mg/g) 

- Ce est la concentration à l'équilibre du colorant en solution (mg / L) 

-Qm est la capacité d'adsorption maximale (mg/g)  

-KL est la constante isotherme pour Langmuir (L.mg-1).  

La forme linéarisée de l'isotherme de Langmuir a pour équation (Limousin et al., 2007 ; 

Gimbert et al., 2008.) : 

Ce

Qe 
=

Ce

Qm 
+

1

KL . Qm
  

Rl est un rapport sans unité proposé par McKay et al. (1982). Il est défini comme suit :  

RL =
1

1 + KL . C0
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Si RL = 0 l’adsorption est irréversible ; RL = 1 l’adsorption est linéaire ; RL> 1 l’adsorption est 

non-favorable, and 0 < RL< 1 l’adsorption est favorable. Ainsi, l’adsorption est d’autant plus 

favorable que RL tend vers zéro (McKay et al. 1982 ; Rao et al., 2007 ; Tian et al., 2010). 

3.2.2.2.Modèle de Freundlich  

Selon Le modèle de Freundlich, on considère une surface d'adsorption hétérogène ayant 

des sites disponibles et inégaux avec les différentes énergies d’adsorption (Saber-Samandari et 

Heydaripour, 2015). 

Le modèle isotherme d'adsorption de Freundlich est représenté comme suit (Freundlich, 

1906): 

Qe = Kf Ce (1 / n) 

Où Qe est la quantité d'entités adsorbées à l'équilibre (mg/g), ‘Ce’est la concentration d'équilibre 

du colorant en solution (mg/L), ‘Kf’(L/mg) est la capacité de l'adsorbant et ‘n’est l'intensité 

d'adsorption pour Freundlich. 

La forme linéarisée a pour équation (Hamdaoui et al., 2007) :  

Ln Qe =  Ln Kf +
1

𝑛
Ln 𝐶𝑒 

La constante 1/n (adimensionnelle) donne une indication sur l’intensité de l’adsorption. 

Il est généralement admis que de faibles valeurs de 1/n (0,1 < 1/n < 0,5) sont caractéristiques 

d’une bonne adsorption, alors que des valeurs plus élevées révèlent une adsorption modérée 

(0,5 < 1/n < 1) ou faible (1/n > 1) (Hamdaoui et Naffrechoux, 2007). 

3.2.3. Etude de la cinétique d’adsorption  

La cinétique du phénomène d’adsorption est déterminée par le transfert de matière à 

l’interface liquide - solide où sont localisées toutes les résistances au transfert. L’équation 

fondamentale est celle qui régit les phénomènes de transfert de matière en général entre deux 

phases, en exprimant le flux d’adsorption proportionnellement à l’écart entre la quantité 

adsorbée qt à l’instant t et la quantité adsorbée à l’équilibre qe. 

3.2.3.1.Modèle de la cinétique pseudo premier ordre (modèle Lagergren) 

Lagergren (1898) a proposé un modèle cinétique de pseudo premier ordre exprimé par la 

relation suivante : 

dqt

t
=  K1(qe − qt) 
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Avec k1 la constante de vitesse pour une cinétique du pseudo premier ordre (min-1), qt et qe les 

capacités d’adsorption à l’instant t (mg d’adsorbat / g d’adsorbant) et à l’équilibre [mg 

d’adsorbat / g d’adsorbant], respectivement. 

En intégrant l’équation (Nandi et al., 2009) :  

Ln (qe − qt) = Ln qe – K1 t 

3.2.3.2.Modèle de la cinétique pseudo deuxième ordre 

Une expression également très souvent utilisée est celle du pseudo-deuxième ordre (Ho 

et McKay, 1999). Ce modèle suggère l’existence d’une chimisorption, un échange d’électrons 

par exemple entre la molécule d’adsorbat et l’adsorbant solide. Il est représenté par la formule 

suivante : 

dqt

t
=  𝑘2 (qe − qt)2 

Avec k2 la constante de vitesse pour une cinétique du deuxième ordre (g.mg-1.min-1), qt et qe 

les capacités d’adsorption à l’instant t (mg d’adsorbat / g d’adsorbant) et à l’équilibre (mg 

d’adsorbat / g d’adsorbant), respectivement. 

Par intégrale on obtient :  

t

qt
= t.

1

qe2
+

1

K2 qe2
 

3.2.3.3.Modèle de la diffusion intra particulaire  

Les articles faisant référence à cette approche cinétique de diffusion intra-particulaire 

s’appuient généralement sur des travaux de Weber et Morris (1963). Le modèle de diffusion 

intra- particulaire est représenté par l'équation suivante 

𝑞𝑡 = 𝐾𝑖 𝑡
1

2 + C 

Avec Ki la constante de la diffusion intra- particulaire en (mg/g. min1/2), C (mg. g-1) : la valeur 

de l'ordonnée à l'origine qui donne une indication sur l'épaisseur de la couche limite.  

3.2.4. Analyse et caractérisation de l’adsorbant (cellules de levures) 

3.2.4.1.Analyse par Microscopie électronique à balayage  

Afin de caractériser la surface cellulaire, une analyse par la microscopie électronique à 

balayage (MEB) a été réalisée à la cité d’innovation. Cette technique est capable de produire 
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des images en haute résolution de la surface d'un échantillon en utilisant le principe des 

interactions électrons-matière. 

Les échantillons ont été préparés selon le protocole de Bhowmick et al. (2009). Les 

cellules ont été cultivées dans des boites de Petri contenant le milieu YPG additionné ou non 

du RC en présence de lames en verre pendant 8 heures. Les lames ont été ensuite lavées par le 

tampon PBS (0,1 M), immergées dans le glutaraldéhyde 2 % pendant 2 h à température 

ambiante, puis lavées trois fois au PBS. Enfin, les lames ont été trompées pendant 15 min dans 

des bains d’éthanol à concentration croissante 50 %, 70 %, 90 % et 100 %. 

3.2.4.2.Spectroscopie infra-rouge à transformée de Fourier (IRTF) 

Dans le but de caractériser les différents groupements qui interviennent dans le processus 

de l’adsorption, une étude par la spectroscopie infra-rouge a été menée. En effet, la 

spectroscopie IRTF est une méthode essentiellement qualitative, qui permet d'obtenir des 

informations structurales sur une molécule donnée. Cette technique consiste à mesurer la 

quantité de lumière absorbée par l’échantillon en fonction de la longueur d’ondes émise par un 

faisceau infrarouge permettant ainsi d’obtenir un spectre d’absorption. Ce dernier permet, en 

comparaison avec le témoin, de mettre en évidence ces groupements et d’étudier les 

changements qui ont pris lieu.  

Les deux souches M1 et M3 (vivantes/mortes) ont été ensemencées dans le milieu YPG 

semi-riche et incubées pendant 24 h à 30°C sous agitation 150 rpm. Les cellules ont été mises 

en suspension dans le tampon acétate, additionnées de 50 mg/L de RC, puis centrifugées (5000 

g, 10 min). Le culot a été récupéré, lavé soigneusement, et séché à 37 °C pendant une nuit. 

Les échantillons ont été mélangés avec le KBr pure selon le ratio (95 :5), le culot a été fixé sur 

le porte-échantillon et l’analyse a été effectuée dans l’intervalle 400-4000 cm-1. 

3.2.5.  Criblage des facteurs influents la biosorption  

La planification expérimentale destinée à optimiser les résultats est une nouvelle 

méthodologie développée au cours de ces dernières années. C’est un outil pratique qui permet 

d’obtenir un maximum d’informations en un minimum d’expériences. Il présente des avantages 

nombreux à savoir une modélisation simple des résultats, la prise en compte d’éventuelles 

interactions entre les facteurs et la recherche d’une réponse optimale. 
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La grandeur d’intérêt, qui est généralement notée Y, porte le nom de réponse. Les 

variables qui peuvent modifier la réponse sont appelés facteurs. La modélisation mathématique 

consiste à trouver une fonction tel que : 

Y= f {x1, x2, x3, …xi} 

Y : la grandeur d’intérêt (réponse), mesurée au cours de l’expérimentation. 

xi : représente les niveaux (+1/-1)  de différents facteurs, ces valeurs sont parfaitement connues 

puisqu’elles sont définies auparavant.  

3.2.5.1.Choix du plan d’expérience  

Le plan classique le plus proche est un plan de Plackett et Burman de 12 essais. Ces plans 

peuvent se construire à la main en suivant les règles énoncées par Plackett et Burman, mais il 

est plus commode de faire appel à un logiciel de plans d’expériences. 

3.2.5.2.Domaine expérimental des facteurs et des réponses 

Dans cette étude cinq facteurs (pH, Température, biomasse, concentration du colorant et 

agitation) ont été explorés simultanément pour évaluer l’effet de chaque facteur sur la 

décoloration. Les niveaux et les valeurs correspondantes à chaque facteur sont indiqués sur le 

tableau 5. Les expériences menées sont représentées sur le tableau 6. 

Tableau 5- Valeurs expérimentales et niveaux correspondants pour les facteurs testés (Xi) 

 Facteur Niveau Valeur 

X1 Température (°C) -1 20 

+1 37 

X2 pH -1 3 

+1 8 

X3 Biomasse (g/L) -1 0.5 

+1 2 

X4 Colorant (mg/L) -1 25 

+1 150 

X5 Agitation (rpm) -1 0 

+1 150 
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Le % de décoloration est la réponse considérée dans cette analyse, il est calculé comme déjà 

décrit dans la section (2.1). Le modèle mathématique résultant est un polynôme d'ordre 1 : 

Y =   b0 + b1 * X1 + b2 * X2 + b3 * X3 + b4 * X4 + b5 * X5 + ε 

Avec :  

b0 : représente la valeur moyenne théorique des réponses. 

b1, b2, b3, b4 et b5 sont les effets principaux des facteurs X1, X2, X3, X4, X5 respectivement. 

ε : est un terme d'erreur. 

Tableau 6- matrice de planification des expériences à 5 facteurs 

N° exp Température   pH Biomasse  Colorant  Agitation  

1 37  8 0.5 150 150 

2 20  8 2 25 150 

3 37  3 2 150 0 

4 20  8 0.5 150 150 

5 20  3 2 25 150 

6 20  3 0.5 150 0 

7 37  3 0.5 25 150 

8 37  8 0.5 25 0 

9 37  8 2 25 0 

10 20  8 2 150 0 

11 37  3 2 150 150 

12 20 3 0.5 25 0 

 

3.2.5.3.Analyse statistique 

Le logiciel utilisé dans cette étude est appelé NemrodW, il est exclusivement dédié à la 

construction et l’analyse des plans d’expérience. Il présente de plus l’avantage d’être 

continuellement amélioré par une équipe active dans la ”méthodologie de la recherche 

expérimentale” (http://www.nemrodw.com/).  

http://www.nemrodw.com/
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Les équations de régression polynomiale de premier ordre ont été établies sur la base des 

données expérimentales. La signification statistique a été évaluée en utilisant l'analyse de 

variance (ANOVA) avec p <0,05. 

4. Evaluation de la toxicité des produits de dégradation  

4.1.Protocole  

Afin d’évaluer la phytotoxicité du colorant avant et après traitement par les souches de 

levures, ce test a été mené sur les graines de luzerne (Medicago sativa). Pour ceci, les graines 

ont subi un traitement préalable, permettant la désinfection de leur surface, par l’alcool (95%) 

et l’hypochlorite (30%) pendant respectivement 15 min et 10 min. Elles ont été ensuite rincées 

à l'eau distillée stérile plusieurs fois et mises à germer. 

Des boites de Petri préparées à l’avance contenant 0,7% de l’eau gélosée ont été utilisées 

comme support permettant la germination des graines. Après avoir déposé les graines (30 

graines par boite), un volume de 5 mL de la solution contenant le colorant, traité par les souches 

M1 et M3, est coulée à la surface de la gélose. Les graines ont été, par la suite, mises à germer 

pendant 5 jours à 30 °C (Hea et al., 2018).  

Une solution de colorant non traité est utilisée comme témoin négatif. Des témoins 

positifs ont été également préparés dans les mêmes conditions en remplaçant la solution 

contaminée (traitée ou non) par l’eau distillée. Trois répétitions ont été réalisées pour chaque 

traitement. 

4.2.Analyse statistique  

Le pourcentage de germination a été calculé selon la formule suivante :  

% germination =
nombre de graines germés 

nombre total des graines 
 × 100 

L’outil statistique ANOVA a été appliqué pour traiter les données en termes de signification et 

validité. Le risque d’erreur était fixé à 5 % au-delà duquel les différences ne sont pas 

significatives entre les échantillons. 
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1. Décoloration des colorants azoïques par les souches de levures 

1.1.Mise en évidence de la capacité de décoloration des souches 

Afin d’évaluer le pouvoir de décoloration des isolats M1 et M3, cinq colorants azoïques 

ont été choisis, le rouge de carmoisine (RC), le méthylorange, le rouge Congo, le calcon et la 

tartrazine. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 1. 

 

Figure 1: Pourcentage de décoloration de de cinq colorants azoïques (50 mg/L) par les 

souches de levures M1 et M3 après 24h à 30°C et 150 rpm 

Les résultats montrent que la capacité de la décoloration varie d’une souche à l’autre et 

d’un colorant à l’autre. En effet, le rouge de carmoisine (RC) a été efficacement dégradé avec 

un taux de décoloration qui a atteint 95,37 % et 96,05 %, respectivement pour M1 et M3. Le 

méthylorange a été également dégradé avec des taux de décoloration de 96,21 % et 95,64 %, 

respectivement pour M1 et M3. Concernant le colorant rouge de Congo qui est un colorant 

diazoïque, il a été décoloré avec des taux dépassant 80 % pour les deux souches. Quant au 

calcon, la décoloration a été relativement plus importante pour M3 avec un taux de 52,16 %par 

apportà M1 dont le maximum de décoloration a atteint 33,75 %. Toutefois, le taux de 

décoloration de la tartrazine, était faible pour les deux souches, en présentant un pourcentage 

de 12,47 % et 9,61 %, respectivement pour M1 et M3. 

Des résultats similaires ont été obtenus par Tan et al. (2013). Ces derniers ont montré que 

la capacité de décoloration du RC par candida tropicalis TL-F1 a atteint 90,7 % au bout de 16 

h pour une concentration initiale de 20 mg/L. La souche Magnusiomyces ingens LH-F1 isolée 
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par la même équipe de recherche s’est avérée capable de dégrader 97,37% de ce colorant à une 

concentration de 20 mg/L pendant 8 h dans des conditions d’aérobie (Tan et al., 2014). 

Des résultats semblables ont été également rapportés par Parshetti et al. (2010) dans le 

cas de l'orange de méthyle. Ces derniers ont trouvé 100 % de décoloration de ce colorant (50 

mg/L) par la souche Kocuri arosea (MTCC 1532) dans des conditions statiques. L'induction 

significative de deux enzymes réductases (NADH-DCIP réductase et azoréductase) suggère 

leur implication dans cette décoloration. Il a été également signalé que Rhodopseudomonas 

palustris et Rhodobacter sphaeroides pouvaient décolorer le carmoisine et le méthylorange 

respectivement (Liu et al., 2006 ; Song et al., 2003). En outre, d’après une étude réalisée par 

Sunkar et al. (2015), la souche Citrobacter freundi isolée à partir d’un effluent de textile s’est 

montrée capable d’éliminer 82 % du calcon (MB17) (100 mg/L) au bout de 24h. 

La décoloration des différents milieux contenant les colorants en présence des deux 

souches étudiées peut être expliquée par l’intervention d’un ou plusieurs mécanismes. En effet, 

d’après des recherches réalisées, plusieurs mécanismes peuvent être impliqués dans 

l’élimination de ces colorants tels que : la biodégradation, la bioaccumulation ou l'adsorption 

du colorant aux cellules microbiennes (Chen et al., 2003, Aksu, 2003). Ces mécanismes 

d'élimination des colorants peuvent être jugées en observant la couleur du culot. Les cellules 

deviennent colorées dans le cas de l'adsorption ou de l’accumulation, alors que les cellules 

exerçant la biodégradation conservent leur couleur originale (Yu et Wen, 2005). Dans notre 

étude, nous avons remarqué que le surnageant et le culot récupéré des cultures des deux souches, 

après décoloration du rouge de carmoisine et de méthylorange, sont clairs. Ceci nous permet de 

suggérer que l’élimination de ces deux colorants par les deux souches testées est essentiellement 

réalisée par le mécanisme de la biodégradation. Cependant, dans le cas des autres colorants 

(tartrazine, rouge de Congo et calcon), la couleur et l’aspect du culot récupéré, pour les deux 

souches après le test de décoloration, a montré une couleur assez différente de la couleur initiale 

(résultat non présenté). Ainsi, on suppose que le mécanisme général utilisé dans l’élimination 

de ces colorants par ces souches est la bioaccumulation.  

La différence dans le taux de décoloration des différents colorants testés peut être 

expliquée non seulement par le mécanisme de décoloration de chaque souche mais également 

par la nature du colorant étudié. En effet, des recherches ont montré que la capacité de 

décoloration dépend de la structure moléculaire du colorant examiné. Par exemple, un simple 

changement au niveau d’un substituant. Ce serait le cas du RC et du MB17 ou le remplacement 
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du groupement sulfonate par l’hydroxyle aurait fortement influencé la décoloration en 

l’abaissant de 96,05 % à 50,16 % (M3), et de 95,37 % à 33,75 % (M1). En effet, la structure du 

colorant joue un rôle clé dans la décoloration. Il a été rapporté que les colorants azoïques portant 

des groupes attracteurs d'électrons, tels que SO3
-, sont plus faciles à dégrader que ceux ayant 

des groupes libérant des électrons, tels que -NH-triazine (Pricelius et al., 2007). Par conséquent, 

les colorants azoïques qui contiennent plus de groupes électronucléaires montrent une 

décoloration plus rapide. Les mêmes études ont montré que si ces groupes sont en position para 

ou ortho par rapport à la liaison azoïque, la dégradation du colorant se produit plus rapidement 

que s'ils sont en position méta. Ceci a été expliqué par le fait que ces groupes en position méta 

fournissent un effet de résonance plus efficace et le colorant azoïque devient fortement 

électrophile permettant une réduction rapide (Pricelius et al., 2007 ; Chen et al., 2011). 

1.2.Cinétique de la croissance et de la décoloration du RC par les cellules de levures 

Les résultats de la cinétique de décoloration de 50 mg/L de RC par M1 et M3sont représentés 

sur la figure 2. 

 

Figure 2: Cinétique de la croissance et de la décoloration du RC (50 mg/L) par les 

souches M1 et M3 
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Les résultats illustrés dans la figure 2 montrent qu’en présence de RC à une concentration 

de 50 mg/L, la croissance des cellules des levures (phase exponentielle) s’accompagne de la 

décoloration du RC. Dans le cas de la souche M1, la décoloration du RC (50 mg/L) augmente 

progressivement et atteint un pourcentage de 15 %, 36,68 %, et 88,11 %, respectivement au 

bout de 3h, 6h et 12h. 

Tandis que pour la souche M3, le taux de décoloration a augmenté régulièrement de 29 

% au bout de 3h jusqu’à une décoloration totale (100 %) après 12h d’incubation. 

Nous remarquons que le taux de la décoloration augmente avec l’augmentation de la 

croissance cellulaire. Ceci nous permet de suggérer que le processus de décoloration est 

dépendant du métabolisme et de la croissance cellulaire. 

Il a été indiqué que les colorants azoïques portant sur leurs cycles aromatiques un groupe 

acide sulfonique (SO3H) (c’est le cas de RC) inhibaient fortement la croissance des 

microorganismes, lorsqu’ils sont présents à de fortes concentrations (Chen et al., 2003 ; Kalyani 

et al., 2009). D’autres études ont expliqué ceci par une inhibition de l’activité métabolique 

responsable de la décoration par blocage des sites actifs de l'azoreductase (enzyme responsable 

de la rupture de la liaison azoïque du groupement chromophore) (Jadhav et al., 2008 ; Saratale 

et al., 2009 ; Tony et al., 2009). 

Plusieurs paramètres peuvent également influencer la décoloration. Il a été rapporté que 

la présence d'oxygène peut soit favoriser ou inhiber la dégradation microbienne des colorants 

azoïques. L'agitation augmente le transfert de la masse et d'oxygène entre les cellules et le 

milieu, et l'activité enzymatique peut dépendre de la présence d'oxygène si le mécanisme est 

aérobie. 

Des études ont montré que l’augmentation de la taille de l’inoculum dans le milieu 

influence positivement le taux de décoloration et diminue significativement le temps requis 

pour la décoloration (Shah et al., 2013 ; Sadeghi et al. 2014 ; Danouche, 2017) 

En effet, le temps nécessaire pour décolorer le rouge de méthyle en utilisant une souche 

de Micrococcus a été réduit de 24 à 6 h sous apport d'oxygène (Olukanni et al., 2009) et la 

décoloration d'Orange II avec A. niger s'est améliorée sous l'agitation (84 %) par rapport à la 

croissance statique (61 %) (Ali et al., 2009). 
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1.3.Effet de l’immobilisation des cellules sur la décoloration  

En vue d’étudier l’effet de l’immobilisation des cellules sur la décoloration du RC, deux 

matrices ont été choisies : l’alginate de Na et le carboxyméthylcellulose (CMC). Les résultats 

obtenus sont présentés sur la figure 3. 

 

 

Figure 3: % Décoloration du RC (25mg/L) par les cellules des levures M1 et M3 

immobilisées sur l’alginate de sodium et sur le CMC, à 30°C et 150rpm 

D’après la figure 3, on remarque que la nature du support sur lequel les cellules sont 

immobilisées influence la vitesse et le taux de décoloration. En effet, le maximum de 

décoloration a été enregistré en utilisant l’alginate de sodium comme support.  

Au bout de 12 h d’incubation, les deux souches ont montré un taux de décoloration élevé 

dans le cas de l’alginate de sodium en présentant un pourcentage de 87 % et 78 %, 

respectivement pour la souche M1 et M3. Toutefois, ce pourcentage était seulement de 51 % et 

49 %, respectivement pour M1 et M3, dans le cas du CMC. Après 24h d’incubation sous 
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agitation le taux de décoloration a augmenté en atteignant 95,3 % (M1) et 85,4 % (M3) lorsque 

les cellules ont été immobilisées dans l’alginate de sodium et 82,9 % (M1) et 84,8 % (M3) dans 

le cas du CMC. 

Des résultats similaires ont été trouvés par Charumathi et al. (2010). Ces derniers ont testé 

la décoloration de 10 mg/L du basic violet par candida tropicalis sur différents supports 

d’immobilisation y compris le CMC et l’alginate-Na. Ils ont constaté que l’efficacité de 

décoloration par cette souche est meilleure dans le cas de l’immobilisation par l’alginate-Na 

(100 % de décoloration), par rapport au CMC (70 % de décoloration). 

D’après Usha et al. (2010), l’immobilisation provoque une stabilisation de la membrane en 

rendant celle-ci moins perméable aux substances toxiques ce qui est supposé être responsable de la 

protection des cellules immobilisées. Cependant la concentration du support utilisé peut interférer 

dans la diffusion des molécules particulièrement les nutriments ce qui a été confirmé par 

Charumathi et al. (2010), qu’une concentration de l’alginate de sodium qui dépasse 3 %est 

défavorable pour la décoloration de basic violet 3 en utilisant les cellules de C. tropicalis. 

2. Etude du mécanisme de la décoloration  

2.1.Etude de la biodégradation  

2.1.1. Analyse de la décoloration par la spectroscopie UV-visible  

L’analyse du surnagent des cultures par la spectroscopie UV-visible après la décoloration du 

milieu a été effectuée.  La figure 4 présente le spectre d'absorption, du colorant RC (50 mg/L) 

et ses produits de dégradation par les souches M1 et M3 (24h, 30°C,150 rpm), balayé par un 

spectrophotomètre UV-VIS de 300 à 800 nm. 

 

Figure 4 : Spectre de l’UV-vis du RC (50 mg/L) et ses produits de dégradation par M1 et 

M3 (24h, 150 rpm, 30°C) 
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D’après la figure 4 on note la disparition de la bande d’absorption maximale, 

caractéristique du groupe chromophore de RC, située à 515 nm aussi bien pour la souche M1 

que pour la souche M3. Ceci confirme la dégradation totale du RC (50 mg/L) par les deux 

souches qui s’explique par le clivage du groupe chromophore caractérisé par la liaison N=N et 

qui absorbe dans cette région. Cependant, aucune nouvelle apparition de pics d’absorption n’a 

été marquée dans la plage de rayonnement visible 400-800 nm. 

En effet, le mécanisme de biodégradation des colorants azoïques par les microorganismes 

implique des réactions enzymatiques responsables de la réduction ou de l'oxydation de ces 

composés entraînant la formation de sous-produits généralement incolores. Le clivage des 

groupes azoïques (N=N) est généralement considéré comme la première étape de la 

décoloration biologique des colorants azoïques catalysée par les azoréductases (Dos Santos et 

al., 2007). Il est fort probable que le colorant RC ait été d'abord transformé en amines 

correspondantes, qui sont l'acide 4- aminonaphtalène-1-sulfoniqueet l'acide 3-amino-4-

hydroxynaphtalène-1-sulfonique, suivi d’un processus de désulfurisation et de désamination 

pour aboutir au naphtol (Tan et al., 2013 ; Saratale et al., 2009 ; Xu et al., 2007). 

Les cycles naphtalène absorbent dans la région UV à environ 320 nm (Abidin et al., 

2015). Cette région est difficilement interprétable dans notre cas. Ceci peut être dû soit à une 

saturation à cause de la concentration élevée de ces groupements dans la solution soit à un 

disfonctionnement de l’appareil. La présence de ces molécules pourrait être confirmée par les 

analyses ultérieures (IRTF et GC/MS). 

He et al. (2004) ont également constaté qu’après 20h d’incubation, en présence d’un 

consortium microbien, la structure du colorant Direct Fast Scarlet 4BS a nettement changé et 

l'absorbance à 500 nm a complètement disparu. Cela a été expliqué par le clivage des liaisons 

azoïques formant, ainsi, un intermédiaire correspondant au phényle et naphtyle. Ces derniers 

sont reconnus par l’apparition de nouveaux pics situés à 250 et 310 nm respectivement. 

2.2.Analyse des produits de dégradation  

Dans le but de caractériser et identifier les produits de dégradation du RC par l’isolat M1 

et M3. Ceux-ci ont été testés à l’aide de différentes méthodes. 
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2.2.1. Chromatographie sur couche mince (CCM) 

Les produits extraits par l’acétate d’éthyle ont été déposés sur une lame réservée aux analyses 

par la chromatographie sur couche mince. Les résultats obtenus sont montrés sur la figure 5. 

 

Figure 5 : résultats de la CCM obtenus pour les produits de la décoloration par M1 et 

M3 visualisés sous rayonnement UV (Gauche) ou sans UV (Droite) 

D’après la figure 5, deux spots ont été révélés pour les deux souches. Le premier a un 

rapport frontal (Rf) de 0,10 et le deuxième a un Rf de 0,5. Tandis que le témoin a présenté un 

spot ayant un Rf de 0,65. 

La chromatographie sur couche mince a séparé les métabolites en fonction de leur polarité 

et de leur affinité pour le gel de silice. Les composés les plus polaires interagissent plus 

fortement avec le gel de silice ce qui influence négativement leur mobilité. Ainsi, ils se situent 

à une partie inférieure de la plaque de CCM. 

Nos résultats concordent avec ceux de Jadhav et al. (2007) et Vatandoostarani et al. 

(2015) qui ont porté sur la dégradation du rouge de méthyle (RM) par saccharomyces 

cerevisiae. La chromatographie sur couche mince (CCM) a confirmé la dégradation du RM en 

deux métabolites, la N, N-diméthylphénylènediamine (DMPD) et l'acide 2-aminobenzoïque (2-

ABA) ayant des rapports frontaux différents. 

2.3.Mesure de l’activité enzymatique de la laccase  

Afin d’élucider les mécanismes mis en jeu par les deux souches de levures pour la 

décoloration du (RC), il était intéressant d’étudier les enzymes impliqués dans ce processus. De 
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ce fait, un test de mesure de l’activité de laccase a été effectué pour M1 et M3 additionnés ou 

non de 25 mg/L de RC. Les résultats de ce test sont présentés sur le tableau 7. 

Tableau 7 -Activité laccase pour les souches M1 et M3, en présence ou en absence de RC 

(25 mg/L) 

Traitements  M1 M1+RC M3 M3+RC 

Activité mesurée (U/ mL) 5,81.10-4 22,4.10-4 4,9.10-4 5,81.10-4 

 

D’après ces résultats, on remarque que l’activité laccase pour les deux souches est 

comparable lorsque leur croissance s’est effectuée dans un milieu en absence du colorant RC. 

Cette activité augmente de 74 % et 15 %, respectivement pour M1 et M3 suite à l’ajout de RC 

dans le milieu.  

On remarque que le taux de stimulation de laccase est assez faible pour M3, bien que cette 

souche se soit montrée performante dans la décoloration du RC, ceci suggère la mise en jeu 

d’autre enzymes. 

Des résultats similaires ont été rapportés ; une augmentation significative des activités de 

NADH-DCIP réductase et azoreductase dans les cellules de Trichosporon begelii et 

Galactomyces geotrichum après l’ajout du colorant a été signalée (Saratale et al., 2009 ; 

Waghmode et al., 2012). 

En outre, plusieurs études ont révélé que l'activité enzymatique est stimulée par la 

présence des colorants. L'activité laccase est améliorée chez Pleurotus sajorcaju en présence 

de Acid Blue 80, Acid Green 28 et Reactive Red 198 (Munari et al., 2008) et chez Galactomyces 

geotrichum par un mélange de Remazol Red, de Golden Yellow HER, de Rubine GFL, de 

Scarlet RR, de Rouge de Méthyle, de Brown 3 REL et bleu brillant (Waghmode et al., 2011). 

Il a également été observé que plusieurs enzymes peuvent être induites au cours du 

processus de décoloration. Des études ont montré que la production de laccase, manganèse 

peroxydase et lignine peroxydase par Trametes pubescence est stimulée lors de la présence de 

Reactive Blue 49 (Casieri et al., 2008). La manganèse peroxydase et la tyrosinase chez 

Williopsis californica, Williopsis saturnus, Candida sp.et Trichosporon porosum sont induites 

en présence du réactif Black 5 (Martorell et al., 2012).  
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3. Etude de le biosorption  

Récemment, un certain nombre d'études ont porté sur des biomatériaux capables de 

biodégrader et de biosorber les colorants dans les eaux usées. Cependant, ces adsorbants à faible 

coût ont généralement de faibles capacités d'adsorption. Par conséquent, il est nécessaire de 

trouver de nouveaux adsorbants, économiques, facilement disponibles et très efficaces. En effet, 

la biosorption des colorants textiles a été observée lors de l’utilisation de la biomasse dérivée 

de certaines levures par exemple, Kluyveromyces marxianus IMB3 (Meehan et al., 2000). C’est 

dans cette optique que cette étude a été menée sur M1 et M3 en utilisant comme colorant le 

rouge de carmoisine (RC). 

3.1.Décoloration du RC par les cellules mortes 

Dans le but de comprendre les mécanismes d’interactions des levures vis-à-vis du RC, le test 

suivant a été réalisé, qui consiste à comparer la capacité d’élimination du RC des cellules 

vivantes et mortes. Pour ce faire 2 g/L de biomasse pour chaque type de cellules a été mis en 

contact avec 50mg/L de RC. La figure 6 présente les résultats obtenus. 

 

 

Figure 6 : Décoloration du RC (50 mg/L) par les cellules de M1 et M3 vivantes (v) ou mortes (m) 

à 30°C et 150 rpm 
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D’après les résultats trouvés, on remarque que la capacité d’élimination du RC par les 

cellules mortes est faible par rapport à celle des cellules vivantes. Les taux d’élimination 

obtenus sont de l’ordre de 80,7 % et 30 %, respectivement pour la souche M1 vivante et morte 

et de 84,3 %, 39,9 %, respectivement pour la souche M3 vivante et morte. 

La diminution remarquée dans le taux de décoloration pour les cellules inactives mortes 

peut être expliquée par l’inhibition de leurs activités métaboliques causée par le traitement 

thermique. Seyis et al. (2008) ont testé la capacité de 16 différentes souches de champignons 

sur la décoloration du méthyle orange. Pour l’ensemble des souches, les cellules vivantes ont 

été montrées avantageuses en présentant un taux de décoloration élevé par rapport aux cellules 

autoclavées. 

Selon Dönmez (2002), les levures peuvent éliminer les colorants en utilisant le 

mécanisme de la biosorption. Ce mécanisme consiste à une adsorption physique à la périphérie 

de la cellule, suivie d'une accumulation spécifique dans la paroi et à l'intérieur de la cellule. 

L’utilisation des cellules mortes constitue un alternatif apprécié de point de vue 

économique. En effet, les cellules mortes peuvent être stockées ou utilisées pendant de longues 

périodes à des températures ambiantes. Elles ne sont pas affectées par la toxicité des colorants. 

De plus, l'approvisionnement en éléments nutritifs n'est pas nécessaire (Dhankhar et Hooda, 

2011). 

Des recherches ont montré que certains procédés de prétraitement peuvent augmenter la 

capacité d'adsorption des colorants par la biomasse, comprennent l'autoclavage ou le traitement 

de la biomasse avec des produits chimiques organiques tels que le formaldéhyde ou des produits 

chimiques inorganiques tels que NaOH, H2SO4, NaHCO3 et CaCl2 (Fu et Viraraghavan, 2000). 

3.2.Caractérisation de l’adsorbant par IRTF 

Afin d’étudier les caractéristiques chimiques des différents groupements cellulaire 

impliqués dans l’adsorption du RC par les souches de levures M1 et M3, la spectroscopie 

infrarouge à transformée de Fourier IRTF a été utilisée (figure 7). Deux types de vibrations sont 

considérés : la vibration de valence ou d’élongation (stretching) et la vibration de déformation 

(bending). 
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Figure 7: Spectre IRTF des cellules de levures M1 et M3 : vivantes (v), mortes (m) et 

mortes additionnées de RC (25 mg/L) 

Les spectres montrent différentes bandes d’absorption désignant ainsi une structure 

complexe de la paroi des cellules de levures étudiées. Les principales bandes d’adsorption 

détectés sont présentées dans le tableau 8. 
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Tableau 8 -les pics enregistrés et leur correspondance selon la littérature 

Bandes (cm-1) Correspondances selon la littérature Référence 

3200-3570 - Groupement hydroxyle, vibration 

d’élongation -OH lié  

- (Evora et al., 2002) 

- (Silvestein et al., 1979) 

3375-3400 - Amines primaires -NH2, vibration 

d’élongation (protéines)  

2921 - Elongation asymétrique du groupement 

fonctionnel CH2, (lipides) 

- (Ramao et al., 2003) 

2853- 2858 - Elongation symétrique du groupement 

aliphatique CH2  

- (Ramao et al., 2003) 

1638 - Vibration d’élongation (C=O)  

- Déformation axiale (C–N)  

- Déformation des amines primaires NH2 

- (Farsani et al. 2009) ; 

- (Almeida 2008) ; 

- (Stuart 2004) 

1552 - Élongation des liaisons (C=C)  

- Élongation (C–N) et déformation des 

amines secondaires (N–H) 

- (Arjunan et al. 2004) ; 

- (Stuart 2004) 

1408 - Groupements sulfoniques, déformation 

de OH des alcools tertiaires  

- Groupement carboxylate COO- 

- (Barbosa, 2007) 

- (Das and Guha 2009). 

1242-1244 - Vibration des liaisons (C–N) et (C=O)  

➔Amides III 

- (El-Kabbany et al. 2010)  

- (Dutra et al. 1995) 

1000-1156 - Vibrations d’élongation des liaisons C–

C, C–O, et C–N 

➔Polysaccharides 

- Elongation S=O, 1060–1020 cm-1 

- Groupement phosphates  

- Déformation δ C–H des cycles 

aromatiques 

➔Acides nucléiques 

- (Aliprandini2010 ; Devi et al. 2010) 

- (Stuart 2004) 

- (Quek et al., 2009). 

- Cherdoud-Chihani et al. 2003) 

450-850 - Déformation angulaire hors plan 

(torsion) des liaisons N-H des amines 

secondaires  

- Liaisons H–C–C and C–C–C  

- (Barbosa 2007) 

-  (Cherdoud-Chihani et al. 2003) 
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Suite à cette analyse, on peut déduire que la membrane cellulaire est constituée 

spécialement de lipides témoignés par l’apparition des vibrations dues aux liaisons -CH2, de 

protéines ; justifiés par l’apparition des bandes caractéristiques des amides primaires 

secondaires et tertiaires. Ainsi que les polysaccharides et les acides nucléiques. Conformément 

à nos résultats, il a été rapporté dans la littérature que la paroi des levures est composée 

principalement de macromolécules suivantes : les carbohydrates (80 à 90 %), sous forme de 

polymères de glucane et mannane associées aux protéines, la chitine en quantité mineur (0,6 % 

à 9 %), les protéines (6 à 25 %) et les lipides (1 à 7 %) (Lagane, 2007 ; Mitter & Corso, 2013 ; 

Morilhat et al., 1977). 

On remarque également, d’après la figure 7, que les souches ont réagi de manière 

différente au traitement thermique, par rapport aux cellules vivantes. L’absorbance a 

dramatiquement diminuée dans le cas de M1, et elle a légèrement augmenté pour M3, pour 

l’ensemble des pics. 

D’après la littérature, la température peut avoir un effet à la fois positif ou négatif sur le 

phénomène de l’adsorption. En effet, la capacité d’adsorption testée sur la biomasse fongique 

augmente en augmentant la température, jusqu’à atteindre un seuil déterminé, ce qui est dû à 

l’activation de la surface et l’élévation de l’énergie des molécules de colorant (Bakshi et al., 

2006 ; Kaushik et al., 2009). Cependant, celle-ci diminue lorsque les cellules sont soumises 

àune température très élevée ce qui est probablement dû à la désactivation de la surface ou à la 

destruction des sites actifs (Erden et al., 2011 ; Iqbal et al., 2007). 

En outre, par rapport aux cellules vivantes, on remarque que l’ajout du RC a également 

entrainé une diminution de l’absorbance de la totalité des pics tels que les hydroxyles, les 

amides (I, II, et III), les carboxyles, les phosphates et les polysaccharides. Une diminution de 

l’intensité des bandes3200-3570 cm -1 et 3375-3400cm-1 a été remarquée chez les deux souches, 

ce qui indique l’implication des groupements hydroxyles et amines dans l’adsorption du RC. 

Les pics autour de 1000-1156 représentant une variété de groupement, à savoir les 

polysaccharides, les phosphates, les sulfates et les acides nucléiques, diminuent également, ce 

qui prouve l’interaction de ces derniers avec le RC.  

D’après ces résultats, nous pouvons conclure que les groupements fonctionnels déjà cités 

(amines, carboxyles, hydroxyles, phosphates, lipides) participent à l’adsorption du RC. Cette 

observation implique la liaison du RC surtout avec les protéines et les lipides. 
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Viraraghavan (2002) ont également étudié les rôles joués par des groupements 

fonctionnels carboxyle, amine, phosphate et lipide présentes dans la biomasse fongique de A. 

niger dans la biosorption de quatre colorants différents. Dans la biosorption de Basic Blue 9 sur 

A. niger, les groupes carboxyle et amines se sont révélés être des sites de liaison, tandis que 

dans la biosorption du Acid Blue 29, seul le groupe amines était le site majeur et l'attraction 

électrostatique était le mécanisme principal. Dans la biosorption du rouge Congo, les amines, 

les acides carboxyliques, les groupes phosphate et les fractions lipidiques se sont révélés être 

des sites de liaison importants. Dans la biosorption du rouge disperse 1, l'adsorption physique 

et chimique ainsi que l'attraction électrostatique se sont révélées être le mécanisme de la 

biosorption, tandis que les fractions amines et des lipides étaient les principaux sites de liaison. 

Les changements dans les groupes fonctionnels et les propriétés de surface de 

Phanerochaete chrysosporium après autoclavage ont été confirmés par des spectres FTIR, il y 

avait des diminutions claires de l'intensité des pics de C-N-C à 540- 470 cm-1, représentant un 

cisaillement dans la structure polypeptidique. 

D'après Kim et al. (2015), les groupements fonctionnels potentiellement impliqués dans 

l'adsorption du colorant RO 16 comprennent les groupements phosphate, carboxyle, amine et 

amide. De même que, la capacité d'adsorption élevée est due à la forte interactionélectrostatique 

entre le NH3+ de la levure de bière et les molécules de colorant anionique. En outre, Dilarri et 

al. (2016) ont remarqué qu'une augmentation du pH entraînait une diminution de la capacité 

d'adsorption maximale de la biomasse de levure 

3.3.Adsorption du RC à différentes concentrations parM1 et M3 

Afin de comparer la capacité d’adsorption des cellules mortes de M1 et M3, une étude des 

isothermes d’adsorption a été réalisée. L’expérience effectuée a mené aux résultats présentés 

sur la figure 8. 
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Figure 8 : Etude de l’équilibre de l’adsorption du RC en fonction du temps par les 

levures M1 et M3 

La figure 8 représente la variation de la capacité d’adsorption (Qt) du RC à différentes 

concentrations (50 à 200 mg/L) en fonction du temps de contact avec les cellules de levure M1 

et M3 (mortes). D’après les résultats obtenus, on remarque le processus de l’adsorption se 

déroule dans un temps très court avant d’atteindre l’équilibre. La vitesse d'adsorption du RC est 

importante dans les premières minutes pour les différentes concentrations. Après 20 min de 

contact un palier d’équilibre est observé. Ceci peut être expliqué par une saturation des sites 

impliqués dans l’adsorption du colorant. En effet, dans les premières minutes de contact, les 

sites d’adsorption sont libres, et donc facilement accessibles aux colorant, d’où un taux 

d'adsorption très élevé par les cellules. Toutefois, après la période initiale (15min), l'adsorption 

diminue. Ceci serait dû à la diminution des sites d’adsorption disponibles à la fin du processus 
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d'adsorption et/ou à la difficulté des molécules adsorbées à pénétrer dans l'adsorbant et par 

conséquent une saturation de celui-ci est marquée à ce niveau. 

On remarque également que la capacité d’adsorption des deux souches dépend fortement 

de la concentration initiale du colorant. En effet, la capacité maximale d’adsorption du colorant 

par la biomasse augmente en augmentant la concentration du RC dans le milieu indiquant la 

bonne efficacité des souches utilisées. En outre, la capacité d’adsorption de la souche M3 est 

supérieure à celle de la souche M1. Celle-ci est de 24,1 mg/g, 41,2, 47,2, et 71,8 pour la souche 

M1 et de 23,9, 46,2, 69,1 et 94,0 pour la souche M3, respectivement en présence de 50mg/L, 

100mg/L, 150 mg/L et 200 mg/L du colorant. Ce qui est tout à fait en accord avec les résultats 

obtenus précédemment. 

Des résultats similaires ont été obtenus pour le colorant Acid black1 adsorbé sur la 

biomasse dérivée des algues marines S. glaucescens et S. marginatum. L’adsorption a 

rapidement augmenté pendant les 10 premières minutes et a atteint l’équilibre au bout de 90 

min (Daneshvar et al., 2012). D’autres études ont abouti à desrésultats semblables en utilisant 

une variété de colorants et de micro-organismes (Mokhtar et al., 2017 ; Nguyen et al., 2016 ; 

Yu et al., 2009 ) 

Cette différence de vitesse a été expliquée par le fait que la phase initiale peut impliquer 

une adsorption physique ou un échange d'ions à la surface cellulaire, et la phase ultérieure plus 

lente peut impliquer d'autres mécanismes tels que la complexation, la micro-précipitation ou la 

saturation des sites de liaison (Gupta & Rastogi, 2009). 

3.4.Modèles isothermes d’adsorption  

La modélisation des équilibres d’adsorption consiste à représenter, par des lois 

mathématiques, la relation à l’équilibre entre la quantité de polluant en phase liquide (Ce) et 

celle adsorbée sur le matériau (Qe). Dans cette étude, l’équilibre d’adsorption est analysé par 

application de deux modèles, Langmuir et Freundlich, afin de modéliser le comportement de 

l’adsorption et d'évaluer les performances des deux souches de levures dans l’élimination du 

RC. Ces derniers sont couramment utilisés par les chercheurs pour l’étude des isothermes 

d’adsorption des systèmes adsorbant/adsorbat (Zhang et al., 2013 ; Moussavi et al., 2011). 

Les paramètres de Langmuir (KLet Qmax) et de Freundlich (Kf et 1/n), obtenus par 

linéarisation des équations des deux modèles ainsi que les coefficients de corrélation sont 

reportés dans le tableau 9. 
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Tableau 9 - Paramètres et facteurs de corrélation des modèles des isothermes d’adsorption 

du RC par les souches de levure M1 et M3 

Paramètres 

des modèles 

Langmuir Freundlich 

Qmax(mg. g-1) KL (L.mg-1)  R2 1/n Kf R2 

M1 54,34 0,45 0,8933 0,3 (bonne) 20,715 0,8532 

M3 126,58 0,107 0,9544 0,5 (modérée)  15,87 0,849 

Tableau 10 - Variation de l'intensité d'adsorption (RL) en fonction de la concentration 

initiale du RC dans le milieu (C0 mg. L-1) 

Adsorbants C0(mg/L) 

50 100 150 200 

M1 0,04 0,02 0,01 0,01 

M3 0,15 0,08 0,05 0,04 

 

 

Figure 9: Isothermes d’adsorption de Langmuir du RC par les souches M1 et M3 (2g/L) 
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Figure 10: Isothermes d’adsorption de Freundlich du RC par les souches M1 et M3 (2g/L) 

D’après la représentation graphique de chaque isotherme (figure 9 et10) et le tableau 9, 
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La linéarisation des isothermes d’adsorption par le modèle de Freundlich génère deux 

paramètres : Kf et n. Bien que ces paramètres soient empiriques, Kf est généralement associé à 

la capacité d’adsorption, tandis que n est considéré comme une mesure du degré d’hétérogénéité 

des sites d’adsorption. Plus la valeur de 1/n est faible (n>1), plus l’hétérogénéité des sites est 

grande (Xing et Pignatello, 1997). D’après les résultats montrés sur le tableau, les valeurs de 

1/n sont inférieur à l’unité, exprimant ainsi que l’adsorption est favorable pour les deux souches. 

Des résultats comparables ont été obtenus par Baocheng et al. (2007) qui ont mené une 

étude de l’adsorption du RC sur différents type de sols et dont la capacité maximale 

d’adsorption de ces matériaux a abouti à des valeurs comprises entre 0,83 mg/g et 1,83 mg/g, 

ce qui est largement inférieur aux capacités d’adsorption des deux souches testées dans cette 

étude. Les résultats expérimentaux indiquent que le modèle de Freundlich et celui de la 

cinétique de pseudo-deuxième ordre expriment mieux ce processus. De plus, ils ont constaté 

que la diminution du pH ou l'augmentation de la salinité peut améliorer l’adsorption du RC. 

Dil et al. (2017) ont également testé la capacité d’adsorption du Crystal Violet (CV) et du 

vert brillant (VB) sur les cellules de Yarrowia lipolytica 70562 selon différents modèles. Ils ont 

indiqué que le modèle de Langmuir avait le coefficient de corrélation maximal (0,99) et Qmax 

était de l’ordre de 65,359 mg/g et 56,497 mg/g, respectivement pour VB et CV. La comparaison 

de la capacité d’adsorption maximale de notre étude et celles des autres travaux est présentée 

sur la tableau 11 qui montre que les résultats obtenus par cette étude sont très satisfaisants 

particulièrement pour la souche M3. 

Tableau 11- Comparaison de Qmax et KL de Langmuir entre différents biosorbants 

Biosorbant  Qmax (mg/g) Affinité (L/mg) Référence 

M1 54,34 0,45 Cette étude 

M3 126,58 0,107 

Salvia mitiorrzizaBge. 100 1 (Zhao et al., 2016) 

Posidonia oceanica 147, 154 and 156 0,047 ;0,049 ;0,06 (Ncibi et al., 2014) 

Paille de céréales 20,3 ; 25,3 et 26,3 0,218 ;0,153 ; 0,176 (Han et al., 2006) 

Noyau d'olive 13,20 0,115 (Albadarin&Mangwand, 

2015) 
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3.5.Etude cinétique  

Afin d’examiner l’influence du temps de contact sur la rétention du colorant par 

l’adsorbant, deux modèles ont été appliqués (le pseudo-premier ordre (eq.1) et le pseudo-second 

ordre (eq.2)) pour décrire la cinétique d’adsorption du RC par les cellules de levures M1 et M3 

en fonction du temps. 

 

Log (qe-qt) = log (qe) – K1.t/2.303  (eq.1) 

t/qt= (1/qe ).t+ 1/( K2.qe
2)   (eq.2) 

 

Les résultats de l’application des modèles pseudo-premier ordre et pseudo-second ordre 

relatifs à l’adsorption du colorant RC par les cellules de levure M1 et M3 sont présentés dans 

les figures 11 et 12. Les valeurs des quantités adsorbées Qe(mg/g), les coefficients de régression 

R2, les constantes de pseudo-premier ordre (K1), et de pseudo-second ordre (K2) sont données 

sur le tableau 12. 

 

 

 

Figure 11 : Modèle de la cinétique « pseudo-premier ordre » appliqué à l’adsorption du 

RC par les cellules de levure M1 et M3 
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Figure 12 : Modèle de la cinétique « pseudo-second-ordre » appliqué à l’adsorption du 

RC par les levures M1 et M3 
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Tableau 12- Paramètres cinétique de l’adsorption du RC sur la biomasse de levure M1 et 

M3 

 Paramètres cinétiques  Concentrations initiales du colorant 

50 mg/L 100 mg/L 150 mg/L 200 mg/L 

M1 Pseudo premier ordre  

K1(min-1) 0,1296 0,0515 0,0725 0,0911 

R2 0,6964 0,4752 0,3646 0,5311 

Pseudo second ordre  

K2 (g.mg-1.min-1) 0,0512 0,0171 0,0220 0,0119 

R2 0,9998 0,9991 0,9988 0,9993 

Qe théorique 24,27 39,84 46,94 72,46 

M3 Pseudo premier ordre  

K1(min-1) 0,2051 0,1939 0,2151 0,1955 

R2 0,857 0,4776 0,6097 0,5247 

Pseudo second ordre  

K2 (g.mg-1.min-1) 0,1260 0,0519 0,0229 0,0147 

R2 0,9998 0,9998 0,9995 0,9989 

Qe 23,98 46,51 69,93 95,23 

 

D'après la figure 11 et le tableau 12, les valeurs de R2 ont été trouvées relativement faibles 

et comprises entre 0,3646 et 0,6964 pour M1 et entre 0,4776 et 0,857 pour M3 en appliquant 

l'équation de Lagergren. Ainsi, le modèle pseudo-premier ordre est inapplicable dans l’étude de 

l’adsorption du RC par les deux souches de levures. 

Toutefois, le tracé linéaire (t/Qt) en fonction du temps (t) (figure 12), donne une ligne 

droite dans le cas des deux souches en appliquant le modèle pseudo-second ordre. Ceci indique 
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que le processus d'adsorption suit parfaitement la variation linéaire donnée par l’équation 

représentative du modèle pseudo-second ordre. Par conséquent, les valeurs de coefficients de 

régression (R2) de ce modèle étaient très élevées (toutes de l’ordre de 0,99) dépassant de loin 

celles obtenues avec le modèle du pseudo-premier ordre. Ainsi, la cinétique de l’adsorption 

esttrès bien décrite par le modèle du pseudo-second ordre par rapport au modèle du pseudo-

premier ordre, suggérant ainsi une chimisorption (Mokhtar et al., 2017), la capacité de 

biosorption (qe) du modèle concordait bien avec le (qe) expérimental. 

3.6.Diffusion intraparticulaire  

Afin déterminer le mécanisme de diffusion et de confirmer les résultats précédents obtenus 

par les isothermes d’adsorption, les résultats cinétiques (Qt = f(t)), ont ensuite été analysés en 

utilisant le modèle de diffusion intra-particulaire. Selon Webber et Morris (Senturk et al., 2010), 

l'expression cinétique de diffusion intra-particulaire est souvent présentée par l’équation 

suivante : Qt = Ki .t
0.5 + C 

Ki (mg. g-1.min0.5) est la constante de vitesse de diffusion intraparticulaire.et C (mg. g-1) : la 

valeur de l'ordonnée à l'origine qui donne une indication sur l'épaisseur de la couche limite. Les 

résultats de l’application de ce modèle sont présentés sur la figure 13. 

 

 

Figure 13 : Représentation de la diffusion intraparticulaire pour l’adsorption du RC 

parles souches M1 et M3 

0

20

40

60

80

100

0 5 1 0 1 5

M150mg/l 100mg/l 150mg/L 200mg/L

t0.5

0

20

40

60

80

100

0 5 1 0 1 5

M3

t0.5



Résultats et discussion  

55 
 

Le tracé de Qt en fonction t0.5 illustré sur la figure 13, qui donne deux phases pour chaque 

concentration étudiée. La première phase (linéaire) représente l’étape d’adsorption instantanée 

ou adsorption sur la surface externe. La seconde portion représente l’étape d’adsorption 

progressive ou diffusion intraparticulaire qui représente l’étape limitante du mécanisme 

d’adsorption. Les paramètres de ce modèle Ki (mg/g.min0.5) et C (mg/g) pour les deux linéarités 

sont représentés sur le tableau 13. 

Tableau 13 -Paramètres du modèle de la diffusion intraparticulaire 

  Diffusion 

intraparticulaire  

Concentrations initiales du colorant 

  50mg/L 100 mg/L 150mg/L 200mg/L 

M1 Ki1 7,6058 12,075 14,247 21,767 

C1 0,2788 0,1445 -0,5274 -0,5059 

R1
2 0,9953 0,9995 0,9957 0,9981 

Ki2 0,06 0,393 0,083 0,1898 

C2 23,457 35,607 45,787 69,45 

R2
2 0,8892 0,7625 0,3507 0,9464 

M3 Ki1 0,1253 14,66 21,65 29,19 

C1 -0,0385 1,277 0,9552 0,1794 

R1
2 0,9832 0,9742 0,9932 0,9999 

Ki2 0,03 0,0835 0,022 0,0287 

C2 23,59 45,657 68,835 93,527 

R2
2 0,9206 0,2542 0,1487 0,0353 

 

D’après les résultats présentés sur le tableau 13, on remarque, d’une part, que la constante 

de vitesse de diffusion (Ki1), pour l’ensemble des concentrations testé et pour les deux souches, 

dans la première étape est plus élevée que dans la seconde étape (Ki2). D’autre part, la vitesse 

d’adsorption(Ki1) augmente avec l’augmentation de la concentration du RC dans le milieu. Ceci 

est expliqué par le faite que le colorant RC est d’abord adsorbé par la surface externe. Une fois 

que la surface externe est complètement saturée, la molécule de colorant diffuse dans les pores 
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internes au sein des particules, et est finalement adsorbée par la surface interne de l'adsorbant 

(Fayoud et al., 2015). Les résultats obtenus par cette étude sont tout à fait en accord avec les 

résultats obtenus précédemment en appliquant les deux modèles Freundlich et Langmuir. 

3.7.Criblage des facteurs influençant la biosorption  

Il est essentiel de comprendre les effets des facteurs agissant sur le processus de 

décoloration, et de voir leur lien étroit avec l'amélioration de la décoloration. Pour atteindre cet 

objectif, nous avons procédé par l'application de techniques statistiques des plans d’expérience 

pour rendre cette amélioration de plus en plus accessible. Ces méthodes réduisent 

l'expérimentation au nombre minimum d'expériences, permettent de cribler les facteurs des plus 

importants aux moins importants et permettent également d'optimiser les conditions opératoires 

pour obtenir le meilleur résultat possible. 

3.7.1. Résultats expérimentaux 

Dans le but d'examiner les facteurs affectant la biosorption du RC sur la biomasse de 

levure M1 et M3, une étude de criblage par des matrices de type Placket et Burman a été 

réalisée. Après un choix approprié de six facteurs, 12 expériences ont conduit à un modèle 

mathématique du premier degré reliant la fonction de réponse (%Décoloration) aux facteurs 

(pH, biomasse, température, concentration du colorant et agitation). Les valeurs des réponses 

observées avec différentes combinaisons des cinq variables étudiées sont répertoriées dans le 

tableau 14. 

Tableau 14- Résultats du plan d’expérimentation 

 N°Ex  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

%Décoloration M3 6,82 5,36 42,03 16,95 8,27 22,17 91,36 0 12,73 22,11 13,1 85,73 

 

3.7.2. Etude des effets des facteurs  

L’effet de facteurs étudié sur la réponse (taux de décoloration) a été étudié en utilisant la 

procédure de conception d'analyse du logiciel NemrodW. Les valeurs calculées sont 

répertoriées dans le tableau 15. 
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Tableau 15- Estimation des effets des facteurs du plan de Plackett et Burman (M3) 

Nom Coefficient Ecart-

Type(σb) 
𝐭. 𝐞𝐱𝐩. =

𝐛𝐣

𝛔𝐛
 

Signif.  % 

b0 27,219167 8,4540243 3,22 1,81 * 

b1 0,45416667 8,4540243 0,05 95,9 

b2 -16,5575 8,4540243 -1,96 9,8 

b3 -9,9525 8,4540243 -1,18 28,4 

b4 -6,6891667 8,4540243 -0,79 45,9 

b5 -3,5758333 8,4540243 -0,42 68,7 

 

t.exp exprime la valeur expérimentale du rapport de Student. En général, plus la grandeur de t 

est élevée, plus p value est petit, et plus le terme correspondant de coefficient est significatif 

(Ravikumar et al., 2007). Les estimations des coefficients des monômes du premier degré 

traduisent les effets moyens des facteurs.  

 

3.7.3. Analyse et interprétation des résultats  

Les effets individuels de diverses variables peuvent être discutés à partir du diagramme 

de Pareto illustré par la figure 14. Un grand contraste d’un coefficient positif ou négatif indique 

qu'un facteur a un grand impact sur la réponse ; tandis qu'un coefficient proche de zéro signifie 

qu'un facteur a peu ou n’a pas d'effet (Levin et al., 2005). 

Il est possible de décomposer la variation d’une réponse à partir des contributions 

apportées par chacun des facteurs dans un modèle à partir de la relation suivante : 

𝐶𝑇𝑅𝑗 =
𝑎𝑗2  

∑ 𝑎𝑗2𝑘
𝑗=1

 

Avec : 

CTRj : la contribution du facteur j à la variation de la réponse. 

aj : le coefficient du modèle associé au facteur j, 

K : le nombre de facteurs de l’étude. 



Résultats et discussion  

58 
 

Les contributions des facteurs sont alors ordonnées par ordre croissant puis représentées sous 

forme de diagramme en bâtons associé à une représentation cumulative (figure 14) 

 

Figure 14 : Les effets Pareto des coefficients de la réponse Y(M3) 

La contribution de pH dans la réponse est la plus élevée (63,62 %), suivie par la biomasse 

(22,99 %), puis la concentration du colorant (10,38 %), l'agitation (2,97%) et la température 

(0,05 %). Toutefois, leurs coefficients ne sont pas significatifs selon le modèle utilisé. 

Ainsi, le plan d’expérience de Plackett-Burmand à 12 essais a conduit à évaluer l'effet des 

conditions opératoires sur la décoloration. Dans cette étude, aucun paramètre n’a été identifié 

comme significativement influent dans le processus de décoloration. Ainsi le modèle utilisé 

n'est pas statistiquement valide (R2=0.50), il conviendrait de tester un autre modèle. 

 Saraf et Vaidya (2015) ont évalué trois biosorbants issus de la biomasse fongique, à 

savoir les espèces de A. niger, A. oryzae et R. arrhizus pour leur potentiel à éliminer 13 colorants 

appartenant aux classes variées, y compris les colorants réactifs (orange réactif 13, bleu réactif 

256, bleu réactif 222, noir réactif 5, rouge réactif 120, vert réactif 8), les colorants Remazol 

(orange réactif 16, violet réactif 5) et les colorants azoïques (acide rouge 151 , Acid orange 7, 

bleu direct 9, bleu direct 199, bleu basique 9). L'effet du pH sur les capacités d'absorption 

spécifiques des biomasses a été étudié, une contribution significative du pH a été constatée. 

4. Test de phytotoxicité  

Les tests biologiques sont essentiels pour évaluer le succès du processus de 

biorestauration car ils permettent d'estimer la possibilité d'interaction des composés suspectés 

avec les organismes vivants (Mazzeo et al., 2010), contrairement aux analyses chimiques qui 

ne font que mesurer les concentrations des produits chimiques présents dans l'environnement. 
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La germination des graines et le test précoce de croissance ont été considérés comme l'une des 

méthodes les plus simples pour l'étude de la toxicité générale des produits chimiques et des 

eaux usées industrielles (Wang et Keturi, 1990). 

Par conséquent, pour vérifier l'efficacité du processus de décoloration, l'évaluation de la 

toxicité du colorant a été effectuée avant et après la décoloration par les souches de levures sur 

des graines de luzerne. Le tableau 16 résume les résultats obtenus après 5 jours de culture à 

30°C. 

L’effet de la solution du colorant avant et après le traitement par les levures sur la 

croissance des graines a été également étudié en appliquant un test statistique (ANOVA) aux 

moyennes des longueurs de la partie aérienne et la partie racinaire de ces derniers. Les résultats 

sont présentés dans le tableau 16. 

Tableau 16- Effet des produits de dégradation sur la germination et la croissance de 

luzerne 

Paramètres Témoin (non traité) Traité 

M1 M3 

Taux de germination 74,5 % 92,3 % 82,4 % 

Longueur de la radicule (cm) 1,59±1,02 3,27±1,10 1,16±0,50 

Longueur du coléoptile (cm) 3,55±1,53 5,32±1,00 4,4±1,01 

 

D’après les résultats obtenus, une différence significative (ANOVA, p<0,05) a été révélée 

entre les graines traitées par la solution du colorant traité avec les souches M1 et M3 et celles 

traitées par la solution non traitée, aussi bien au niveau du taux de germination qu’au niveau de 

la longueur de la partie racinaire et aérienne.  

Les effets nocifs des colorants sur la germination des graines ont été rapportés par 

plusieurs auteurs. Parshetti et al. (2006) ont constaté qu’une solution de vert de malachite 

influence négativement le pourcentage de la germination des graines de P. Mungo. Toutefois, 

une amélioration dans la germination des graines a été marquée après le traitement biologique 

du colorant. De même, Saratale et al. (2009) indiquent que le taux de germination en présence 

d’une solution de bleu navy HER traitée par la souche T.beigelii est significativement 
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supérieure au témoin non traité. Des observations similaires ont été rapportées également pour 

le colorant rouge remazol (Waghmode et al., 2012), rouge HE3B (Kalyani et al.,2009) et rouge 

réactive2 (Phugare et al., 2011). 

Ces résultats nous permettent de suggérer que les levures M1 et M3 présentent une bonne 

capacité détoxifiante vis à vis de RC. Des résultats similaires ont été obtenu par d’autres 

auteurs Mahmood et al. (2014) et Haq et al. (2018), qui ont montré que la décoloration de 

l’azure B par une souche de S. liquefaciens a diminué sa toxicité vis-à-vis des graines de V. 

radiata. 

La réduction de la croissance des graines lors de leur exposition au colorant non traité 

peut être expliquée par la toxicité des colorants azoïques, ainsi, rapportée par plusieurs études. 

Il a été indiqué que les colorants azoïques Congo Red et Orange Réactive 16 provoquent une 

inhibition de la croissance des algues et affectent la luminescence bactérienne naturelle 

(Novotny et al., 2006). Des aberrations chromosomiques ont été également observée lorsque 

les bulbes d'Allium cepa ont été exposées à des colorants azoïques (Carita et Marin-Morales, 

2008). De même, Jadhav et al. (2010) ont démontré que les colorants azoïques exercent des 

effets négatifs sur la division cellulaire d’A.cepa. Toutefois, le processus de décoloration est 

généralement surveillé en observant la concentration des contaminants ciblés. Néanmoins, la 

réduction de la contamination ne s'accompagne pas toujours d'une toxicité réduite (Eichlerova' 

et al., 2007). Une dégradation incomplète et la formation de métabolites intermédiaires peuvent 

entraîner une augmentation de la toxicité (Churchley et al., 2000).  
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Dans ce travail, nous avons eu à réaliser une étude qui avait pour objectif principal le 

traitement biologique des effluents liquides colorés et l’étude des mécanismes impliqués. Nous 

nous sommes intéressés particulièrement à l’étude de la décoloration d’un colorant azoïque, le 

rouge de carmoisine (RC), par deux souches de levures (M1 et M3), préalablement isolées à 

partir de sites pollués de la ville de Fès (Bahafid et al., 2013). 
En premier lieu, nous avons pu mettre en évidence la capacité de décoloration de ces 

souches vis-à-vis d’une gamme de colorants azoïques, parmi lesquels le RC. Ce dernier a 

montré un taux de décoloration de 95,37 % et 96,05 %, respectivement pour M1 et M3, après 

24 h d’incubation à 30 °C sous agitation de 150 rpm. Les cellules de levures immobilisées dans 

des billes d’alginate de sodium ou de carboxyméthylcellulose se sont également montrés 

capables de décolorer le RC avec des taux de 95,3 % (M1) et 85,4 % (M3) pour l’alginate de 

sodium et 82,9 % (M1) et 84,8 %(M3) dans le cas du CMC, après 24 h d’incubation. 

 

Nous avons par la suite, essayé d’élucider les mécanismes impliqués dans ce processus 

de décoloration du RC. Nous avons d’abord procédé à une analyse par la spectroscopie UV-vis 

du milieu de culture après décoloration. Les résultats ont montré l’absence de la bande 

d’absorption maximale du RC (λ=515 nm), suggérant le clivage du chromophore (N=N). Les 

produits de dégradation ont été extrais par l’acétate d’éthyle en vue de leur caractérisation. 

L’analyse par la chromatographie sur couche mince a révélé la présence de deux spots de 

rapport frontal différents, indiquant la présence probable de deux composés issus de la 

biodégradation du RC par M1 et M3. 

L’activité enzymatique laccase dans le surnageant des cultures a été mesurée. A cette fin, 

l’oxydation de l’ABTS a été suivie à 420 nm pour les cellules cultivées en absence et en 

présence du RC. Les résultats ont montré une augmentation de l’activité enzymatique suite à 

l’ajout du colorant RC. Cette augmentation a été particulièrement importante dans le cas de M1 

(74%), suggérant l’implication de cette enzyme dans la dégradation du RC. Alors que pour M3, 

il semble que la dégradation du RC ferait intervenir d’autres enzymes. 

Le comportement des cellules de M1 et M3 mortes (traitées par autoclavage) a été 

également testé. Ces dernières contribueraient à la décoloration par le phénomène de 

l’adsorption. 39,9 % et 30 % étaient les taux de décoloration, respectivement par M3 et M1. 

Les résultats de l’analyse par IRTF ont permis de localiser les sites d’adsorption, dont les 

hydroxyles, carboxyles, phosphates et amines font partie. 
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La cinétique de l’adsorption a été réalisée, l’équilibre a été atteint rapidement et la 

capacité d’adsorption augmentait en fonction de la concentration du RC (50 à 200 mg/L). M3 

a montré une capacité maximale d’adsorption (126,58 mg/g) supérieure à celle de M1 (54,34 

mg/g). En outre, l’application de modèles cinétiques ont permis de constater que les réactions 

obéissent au modèle de deuxième ordre pour les deux souches suggérant une chimisorption. 

L’étude des isothermes d’adsorption a montré que le modèle de Langmuir fournit une 

description satisfaisante pour l’adsorption du RC sur les cellules mortes de M1 et M3, de ce fait 

il s’agirait d’une adsorption monocouche sur des sites homogènes. 

Le criblage des facteurs influençant l’adsorption a abouti à une classification des 

contributions de facteurs commençant par la pH, suivi par la biomasse, le colorant, l’agitation 

et la température. Pourtant le modèle doit être revu.   

Le test de phytotoxicité réalisé sur les graine de luzerne a confirmé le pouvoir détoxifiant 

de levures utilisés dans le traitement du RC. 

L’ensemble des résultats montrent l'importance de l’utilisation de ces souches de levures 

dans des projets de bioremédiation des effluents colorés. 

A partir des résultats de cette étude, plusieurs perspectives peuvent être suggérées, en 

particulier :  

- Etendre l’étude à d’autres colorants ainsi qu’à leurs mélanges  

- Etudier d’autres enzymes supposées être impliquées dans la décoloration  

- Etudier la possibilité de réutilisation des cellules immobilisées pour d’autres cycles 

- Améliorer les propriété adsorbantes des souches par des méthodes d’activation  

- Optimiser les facteurs influent la biosorption par la méthodologie de surface de réponse 

qui suit le criblage   

- Effectuer des tests de cytotoxicité, génotoxicité et phototoxicité sur d’autre espèces 
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