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Résumé

Le recours au traitement biologique pour la dépiolfudes sols et des effluents industriels
revét un grand intérét. Ce travail a pour objedidtudier le caractere dépolluant de deux
souches bactérienne ET et E6, isolées a partir siterpollué par les effluents industriels de
la ville de Fés et sélectionnées pour leur capaatgéduction du Cr(VI) toxique et mobile en
Cr(lll) moins toxique.

Les résultats montrent que les deux souches podsade résistance élevée vis-a-vis de
plusieurs métaux, avec des degrés de tolérandéables selon la souche et le métal. La
réduction optimale du Cr(VI) s’effectue a pH 7a80-35°C, en présence de glycérol pour la

souche EG6 et de fructose pour la souche ET, codumeeur d’'électrons.

En outre, l'inoculation par les souches ET et E6sdecontaminé par le Cr(VI), dans des
conditions axéniques et environnementales, a paidmiemeédier a la toxicité de sol pollué.
Ce qui s'est traduit par une meilleure croissades plantes cultivées sur ce sol, en
comparaison avec des plantes témoins non inocud&emeéme, la lixiviation, en batch et sur
colonne, de sol contaminé a montré que la conderirde Cr(VI) dans les lixiviats des sols
traités par les souches étudiées est inférieurdl@ dans les lixiviats de sols non traités. Le
traitement par ET et E6 d'effluents, prélevés sugbFés et enrichis en Cr(VI), a permis de
réduire les parametres de pollution (sulfate, qtiospates, oxydabilité, Cr(VI)) des ces
effluents, ce qui aurait permis de diminuer la ¢dxi de I'effluent vis-a-vis des plantes de

trefle et de stimuler leur croissance.

Par ailleurs, 'immobilisation des cellules dans d#lles d’alginate a permis une meilleure

réduction du Cr(VI) aussi bien en milieu LB qu’erégence de sol.

Ainsi, nous avons montré que les souches E6 etrETum potentiel d'utilisation dans des
projets de bioremédiation de sites pollués pamétaux lourds.

Mots clés : Cr(VI) ; sol ; effluents ; bioremédiatbn ; bactéries ; lixiviation.



Abstract

The use of the biological treatment for remediatdrsoil and industrial effluents is of great
interest. This work aims to study the depollutifgu@cter of two bacterial strains E6 and ET,
isolated from a polluted site of industrial wastehe city of Fez and selected for their ability
to reduce the toxic and mobile Cr(VI) to the lesad¢ Cr(lll).

The results show that both strains have a higlsteesie towards several metals, with variable
degrees of tolerance depending of the strain aadrétal. The optimal reduction of Cr(VI)
takes place at pH 7-8 at 30-35°C in the presenagyokrol for E6 and fructose for ET, as

electron donors.

Furthermore, inoculation with strains ET and E6,sofl contaminated with Cr(VI) under
axenic and environmental conditions, has helpedviErcome the toxicity of contaminated
soil, which allowed better plants growth on thisl,soompared with uninoculated plants.
Likewise the leaching, in batch and on a column enad contaminated soil showed that the
concentration of Cr(VI) in the leachates from saitsated with the studied strains is lower
than in the untreated soil leachates. Treatment &it and E6 effluent, collected from Oued
Fez and enriched with Cr(VI), has reduced pollutmarameters (sulfate, orthophospates,
oxidizability, Cr(VI)) of these effluents, which wtd have allowed reducing the toxicity of

the effluent with respect to clover and stimulatgrgwth.

Otherwise, the cell immobilization in alginate bsdws enabled a greater reduction of Cr(VI)

as well in LB media than in the presence of soil.

Thus, we have shown that strains E6 and ET havepttential to use in projects of
bioremediation of sites polluted by heavy metals.

Keywords:Cr(VI) ; soil ; effluents ; bioremediation ; bacteria ; leaching.
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Introduction

La pollution par les métaux lourds est I'un des @taves problémes auxquels est confronté
notre monde moderne. Ces éléments sont tres taxiguee plus en plus utilisés dans les
secteurs industriels. Parmi ces métaux, le chronagijaurd’hui trouvé un grand nombre
d’applications industrielles qui exploitent ses leows mais aussi un grand nombre de ses
autres qualités qui sont la solidité, la duretdaetésistance a la corrosion ainsi que les
capacités oxydantes de certaines de ses form@sstlpas surprenant, compte tenu de toutes
ces gqualités, que de grandes quantités de chrorast adtilisées dans différents procédés
industriels et qu’en conséquence de grandes géarmté déchets chromés soient produites et
eventuellement rejetées dans I'environnement, aaosn traitement.

Dans la nature, le chrome existe sous plusieuts déavalences de -2 a +6, mais c'est surtout
sous l'état trivalent (Cr(lll)) ou hexavalent (CHqu'on le trouve (Cheung et Ji-Dong,
2007). Le Cr(lll) peu toxique est I'état le plupaédu. A I'état de trace, le chrome trivalent
est un oligo-élément essentiel pour les étres Wvéfrishna et philip, 2005 ; Urvashi et al.,
2007). Par contre, le Cr(VI) est tres soluble ddeau et toxique pour la plupart des
organismes en raison de sa nature oxydante fBaszédits, 1988) il pénétre rapidement a
travers les membranes biologiques puis subit desractions avec les protéines
intracellulaires et les acides nucléiques (Urvashal., 2007).

Basés sur ces connaissances, les procédés misiae @ejourd’hui pour traiter les rejets et
les sites pollués par le chrome visent a réduir€d@/1) en Cr(lll) afin de diminuer ces
impacts écotoxicologiques sur I'environnement. Brafiéle des méthodes physico-chimiques
et électrochimiques existantes qui sont connu peur colt élevé et I'élaboration d’une
guantité importante de boues difficiles a traitge, plus en plus de travaux de recherche
tentent d’exploiter la capacité de la nature aé&méeer elle-méme, et I'aptitude d’adaptation
des microorganismes aux environnements les plusldeograce a I'apparition de souches
résistantes. Ceci en quéte d’'un procédé moins aowaieplus efficace.

Ainsi, notre travail est une contribution a la mae point d’'un bio-procédé pour traiter les
sols et les effluents contaminés par ce métaltiisamt des souches bactériennes isolées du
sol de Oued Fes connu par sa contamination pdrréene aussi bien que nombre important
de métaux lourds non biodégradables et dangereux.

Le premier volet de ce travail a été consacrétad@ de la tolérance des souches bactériennes
au chrome et a d’'autres métaux lourds et a I'ogtitndn des conditions de croissance et de
réduction du Cr(VI) par ces bactéries (pH, tempgeatdonneurs et accepteurs d’électrons,
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immobilisation des cellules dans des billes d'atg). Le deuxieme volet a consisté a
I'évaluation des performances de ces souches podaibilité de leur application dans des

procédés de traitement biologique des eaux etalspellués (microcosme de sol, lixiviation
en batch et sur colonne de sol, effluent réel).
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. Chrome

1. Propriétés du chrome

1.1. Propriétés physiques

Le chrome est un métal blanc, brillant et non méguoé, il appartient au groupe (VI-B) de la
classification périodique des éléments de tranmsitfoun et al., 2005). Les principales

caractéristiques physiques du chrome sont grougsesle tableau 1.

Tableau 1:Principales caractéristiques physiques du chrorimweg et al., 1995).

Température d’ébullition Entre 2480 et 2690°C
Température de fusion 1857°C
Densité 7,14
_ _ 50 (4 ,31%) , 52 (83,76%) , 53 (9, 55%) , 54
Isotopes naturels non radioactifs
(2,38%)
Isotopes radioactifs De 46 a 49, 51, 55 et 56

1.2. Propriétés chimiques
1.2.1 Etats d’oxydation

Dans la nature, le chrome peut exister sous plissigiats d’oxydation pouvant aller de -2 a
+6 (Garnier, 2009). Les formes les plus courammentontrées dans I'environnement sont
les formes +3 et +6 (Cr(Ill) et Cr(VI)). La formdl} est considérée comme la forme la plus
stable (Krishna et Philip, 2005).

1.2.2 Spéciation

La spéciation du Cr(VI) et (lll) dépend de pluseuparamétres comme le pH, leur
concentration et la disponibilité en ligand.

Dans les milieux naturels, le chrome hexavalenpgstipalement sous la forme de Gf@t

la majeure partie du chrome trivalent est inclusesddes hydroxydes ou dans des complexes
avec des ligands organiques.

- Le chrome hexavalent, Cr(VI): le chrome hexavalent est un puissant oxydantleon

retrouve sous deux formes d’oxyanions qui sontgodsbles (H2Cr@ et HCrQ)).
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A de faibles pH proches de 0 ;&tO, est I'espece dominante alors que entre 0,6 €€6t
HCrO,, pour des pH>6 : c’est Iion chromate GfQqui prévaut (Choo et al., 2006).

Etant donné qu’on ne retrouve pas de pH proche dn8 I'environnement seuls HCrGet
CrO,* “sont présents dans les systémes naturels.

- Le chrome trivalent Cr(lll) : le chrome trivalent est la forme la plus stabkds ayant des

propriétés chimiques plus complexes que le chrom@\alent. Le chrome trivalent a peu

d’affinité pour lI'oxygéne, c’est pour cette raisgu’il a tendance a former nombre de
complexes avec des ligands organiques ou non. Resrfigands suivants : dJ—BOf_, CO32_

et NQ_; seul OH se complexe de facon significative avec le Cr(d)x concentrations
retrouvées dans I'environnement. Dans les conditevironnementales courantes, le Cr(lll)

3+ 2+ 0 -
se retrouve en solution aqueuse sous forme de @(OH) , Cr(OH), et Cr(OH), (Yijun et

Hanbin, 2001). Les formes ioniques donnent unerabm verte aux solutions.
2. Réactions du chrome

Le chrome est connu pour intervenir dans différeméactions chimiques et biologiques qui
peuvent modifier sa spéciation et par conséquantemportement dans I'environnement. I

peut y avoir réduction du Cr(VI) ou oxydation dui@).
2.1. Chrome hexavalent

Le chrome hexavalent est un oxydant puissant dt&iesifacilement réduit en présence d’un

réducteur selon I'équation suivante :

- + - 3+
HCrQ +7H +3e —> Cr +4HO0 g=+1,195V

Le Cr(VI), sous forme de chromate, peut oxydemlarie réduite de tous les couples dont le
potentiel standard est inférieur a 1,195 V. Parségnent, la réduction du Cr(VI) peut avoir

lieu en condition standard en présence de ferurrFe(ll), de composés soufrés réducteurs
ou de matiere organique telles que les acidesdubs et humiques. La réduction peut étre

aussi photochimique ou biologique.
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2.2.Chrome trivalent

Si la réduction du chrome hexavalent est possiates denvironnement dans des conditions
réductrices rencontrées dans de nombreux milieuxgxggenes, I'oxydation de Cr(lll) est
moins courante car elle exige la présence d’'un leod potentiel redox plus élevé que celui
de couple Cr(VI)/Cr(llI).

Cependant, les concentrations de Cr(lll) en satusiont quasiment nulles dans les conditions
environnementales courantes car le chrome trivghe@tipite presque complétement sous

forme de Cr(OH) Le chrome trivalent ainsi immobilisé physiquemsat la matrice du sol

ou bien sédimenté dans les milieux liquides essglootégé de I'oxydation. A des pH< 5, le
Cr(lll) est présent sous sa forme cationique et g&adsorber sur des sites échangeurs de

cations.

L'oxydation du chrome trivalent peut avoir lieu gmésence de I'oxygene, I'oxyde de

manganeése ou étre favorisée par la lumiere (oxyalaihotochimique).
[I.  Chrome dans I'environnement

Le chrome est présent dans I'environnement de meanigiquiste. Il a été découvert en 1728
dans un minerai de plomb rouge (crocoite) en Sierile chimiste francais Vauquelin (Arun
et al., 2005) Le chrome fut utilisé au début de XI¥ siécle dans les procédés de
pigmentation aux bichromates. Le chrome a aujowid’trouvé un grand nombre
d’applications industrielles qui exploitent ses leows mais aussi un grand nombre de ses
autres qualités qui sont la solidité, la duretdaetésistance a la corrosion ainsi que les
capacités oxydantes de certaines de ses formesestlrés utilisé dans les industries
métallurgiques et sidérurgiques pour la fabricatiailiages ferreux et non ferreux. Ce métal
est également utilisé dans l'industrie chimiquessfaume de dichromate, comme mordant
pour teintures et comme colorant sous forme de d®lshrome. Il est également employé
sous forme de sulfate basique de chrome pour fetgndes peaux et des cuirs (Potgieter et
al., 2003).

Il n'est pas surprenant, compte tenu de toutes|jgaktés, que de grandes quantités de chrome
soient utilisées dans différents procédés industelequ’en conséquence de grandes quantités

de déchets chromés soient produites et éventuallergjetées dans I'environnement.
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1. Dans le sol

La concentration moyenne en chrome de la croutéinemale est de 125 mg/kg avec des
valeurs généralement comprises entre 80 et 200kgnglosi et al., 1994).
Les principales réserves se situent en Afrique uldy 8n Turquie, en Iran, aux Philippines et

en Finlande.

La thermodynamique indique que le Cr(VI) peut existe maniére naturelle dans les sols.
Bien que le Cr(VI) ne soit pas facilement adsotnda plupart des surfaces, il est adsorbé par
les minéraux argileux qui possedent des groupesoRylis inorganiques exposés, y compris

les oxydes de fer et d’aluminium (Zachara et &89).
2. Dans l'atmosphére

Le chrome hexavalent Cr(VI) et ses composés peudieatrejetés dans I'air comme sous-
produits de la combustion de combustibles fosgpesir la production d’électricité...) et de
différents procédés industriels (fabrication dedpiits aérospatiaux et de leurs pieces, usines

de pate a papier...) (Potgieter et al., 2003).

Le chrome atmosphérique est associé en majeurie padc des matiéres particulaires, en
raison d’événements naturels (érosion du sol ebdufeux de forét, volcan...) et d’activités
humaines. Les teneurs en chrome de Il'atmosphergnvaselon la localisation. Les
concentrations moyennes dans les zones urbainesamioatteindre 0,03 pgfinvaleurs
largement dépassées dans des zones d’industrigcts (Losi et al., 1994) est éliminé de
I'atmosphére autant par les retombées séches qlesgarécipitations humides. Le temps de

séjour du chrome dans I'atmosphére est évaluérsmdei1l4 jours (Nriagu et Nieboer, 1988).
3. Dans l'eau et les aliments

Dans les systemes aquatiques, les chromates ordamme solubilité, la toxicité des dérivés
solubles du chrome varie en fonction de la tempéeadu pH, de la dureté de I'eau ainsi que
des especes d'organismes aquatiques concernés.

La concentration maximale acceptable dans l'eaialp® et de 50 ug/L selon I'OMS
(Organisation Mondiale de Santé). Dans les eatotdies, la contamination par le chrome est
plus importante dans la phase particulaire que tapfase dissoute. Les fleuves les moins
contaminés présentent des concentrations en chamseus de I'ordre de 1 a 2 pgl/l.
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4. Normes

D’aprés les normes marocaines publiées par I'Offiegional de L'eau Potable (ONEP) la
concentration de chrome total dans I'eau potaklal@it pas dépasser 2 mg/l alors que la

concentration du chrome hexavalent ne doit paas&p 0,2 mg/l.
Les valeurs limites de chrome dans I'eau potabies déautres régions du monde sont :

» 0,1 mg/l pour National Primary Drinking Water Sdard

» 0,05 mg/l pour La Recommandation de I'Organisatimndiale de la Santé.
> 0,05 mg/l pour la norme de I'Union européenne (%€rogrammes/litre).
>

et 0,05 mg/l pour La qualité de I'eau potableCamada.

Pour les rejets, I'arrété du 2 février 1998 fixectmcentration limite de chrome(lll) dans les
rejets aqueux des industries a 0,5 mg/l si le wpiasse 5 g/j, et la concentration limite de
Cr(Vl) a 0,1 mg/l si le rejet dépasse 1 g/j. Damsas des industries de fabrication ou de

transformation du chrome, la concentration limigectirome(lll) est fixée a 1,5 mg/I.

Pour le sol et selon les normes canadiennes laotmation maximale est de 100 mg/Kg alors
gue pour les sols agricoles elle est de 64 mg/Kgn¢€il canadien des ministres de

'environnement, 1997).

[l. Besoins et toxicité du chrome

1. Besoins essentiels

A I'état de trace, le chrome trivalent est un ol&ément essentiel pour les étres vivants. Il est
nécessaire pour la synthése des corps gras a garglucose et aussi pour I'oxydation des
graisses en gaz carbonique. Il est nécessaire paossila fonction propre de l'insuline, le
principal effet biochimique de la déficience enarhe est la diminution de l'insuline (Krishna
et philip, 2005 ; Urvashi et al., 2006).

2. Toxicité du chrome

Le chrome hexavalent, de part sa solubilité et sdilité, s’est trouvé en interaction avec

beaucoup d’organismes aquatiques et terrestresosaiisr 'THomme.
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2.1.Chez 'homme et les animaux

En principe, 'Homme et I'animal absorbent peu lkeamne par inhalation, mais I'essentiel

passe a travers les aliments et I'eau potable.

Les organes ou la concentration en chrome esuka plevée sont le foie, les reins, la rate et

les os.

La forme hexavalente n’est pas la source nutrittlercar elle est trés toxique et mutagéne
(Marta etal., 2007 ). La toxicité du chrome hexavalent vieatsd grande facilité a traverser

les membranes biologiques et de ses propriétéaidsgmt oxydant (Bisoet al, 2005).

A doses élevées, le chrome peut étre responséatiexications aigués et chroniques. Il peut
étre absorbé par voie cutanée ou pulmonaire. Teoatgspar le sang, il s’accumule au niveau

du foie, de l'utérus, des reins et des os. Il istig@é par voie urinaire.

La figure 1 montre les effets toxiques de Cr(VIy ses cellules animales ; Une fois a
I'intérieur de la cellule ; le Cr(VI) se lie au gathion et grace au soufre présent dans cette
molécule, il est réduit en chrome (V) puis (IVe throme est alors piégé a l'intérieur de la
cellule, le chrome réduit peut alors se lier a IMdu noyau et entraine le pontage entre deux
guanines de deux brins d’ADN, ce pontage empéchiérneulement normal de la réplication.

La cellule est bloquée en phase « S » du cycle adanitose (Iraklis et al., 2007).

._:.' T F: a .‘,_,-'-'_ ke e, .-"h.-u‘_.
il cre }
(Impammeable) -~ | I\““-h—_._—--"’" )
/ + ':F:'/ L"'--_I
§ o '--._anr:rt corfimmad)
- i ‘ldl.‘
r/" ““\.‘I i Cri+_DMA-protein
.\G FD:/; | oy | = complex andior
",

M_J/' D4 modification 47 4

Figure 1: Diagramme de toxicité et mutagenicité du chromeatiabent (Cheung, 2007).
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2.2.Chez les végétaux

Le chrome ne semble pas étre essentiel a la vipldetes (Arun eal., 2005), sa toxicité vis-

a-vis du regne végétal est rare dans les systeateels.

Les effets toxiques du chrome chez les végétaurrdignt de la spéciation du métal, de la
translocation et de I'accumulation de chrome (Cetes etal., 2001). Le transport de Cr(VI)
est un mécanisme qui nécessite des transporteuss feome d’anions tel que le sulfate
(Figure 2). La raison pour laguelle 'accumulataunchrome au niveau des racines est grande
est que le chrome est immobile au niveau des vasutgs cellules des racines (Shanker et
al., 2004). La figure 2 montre qu'a l'intérieur de dallule ; le Cr(VI) peut étre réduit en
Cr(lll) qui va étre retourné au niveau du cortes dellules des racines a une concentration

moins élevée par rapport a celle du Cr(VI) ce gquiigue que le Cr(lll) est moins toxique.
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Neci ! = Y _
S 4 Apoplast «Plasma Membrane
Rhizoplane ¢ =

f o ;
Cr{lll) —F— (1) L 50D
' Cafamas/Talarancs

Cytoplazm
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Cr{lll) Singlet Oxygen
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i P

- : l\. Cr{\W1)
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:]-[unl, 5

C (il —"Cr("u’l}l
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Figure 2: Les différentes modes hypothétiques du transpochdome et sa toxicité au

niveau des racines des plantes (Shankak,2004)

2.3. Chez les microorganismes

Le chrome n’est pas un métal essentiel pour lassapice des microorganismes, mais sa
présence peut étre éventuellement tolérée par lkesoanganismes. Dans certains cas,

I'élément peut étre utilisé comme accepteur findledtrons s'’il s’agit de Cr(VI). A de fortes
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concentrations, le Cr(VI) a des effets toxiquesnatagenes. 10 a 12 mg de Cr(VI) par litre
peuvent inhiber le développement de bactéries Halss que les mémes concentrations en
Cr(lll) n’ont aucun effet (Ross et al., 1981). tlerome a un effet toxique sur les bactéries
saprophytes et nitrifiantes, sur les champignodaminteux, les algues et sur le

phytoplancton. Le chrome Cr(VI) altere le matégellulaire, le métabolisme et les réactions

physiologiques.

IV.  Techniques de traitement des sites pollués par larome
1. Traitements physico-chimiques

1.1 Extraction du chrome

-Lavage du sol :Cette technique permet de récupérer les métauwblssldont le chrome
dans la phase liquide aprés lavage des terreségslluOn peut utiliser des additifs pour
améliorer I'extraction comme des bases, des acitdsssurfactants, des agents chélatants. Les
métaux, contenus dans la solution de lavage, peudtra récupérés par des procédés
électrochimiques, par précipitation ou échangendjoafin que la solution de lavage soit
réutilisée. Il faut s’assurer, avant de remettresdké en place, de I'absence de solution de

lavage et de ses additifs dans celui-ci (Mulligaalg 2001).

bY

-Electromigration : La méthode consiste a extraire le sol et a I'incube conditions

alcalines afin de limiter 'adsorption des aniorsarnate entre deux électrodes (Pamukcu,

N
1992). L'agent alcalinisant neutralise les ion®Ha I'anode et I'nypochlorite qui est ajoute a

la cathode migre vers I'anode et oxyde le chromesgurouve sous la forme trivalente. Les
essais en laboratoire ont montré que, pour queniéement du procédé soit intéressant, il faut
contrler les valeurs de pH afin de rester dargalame qui favorise la désorption du Cr(VI)
(pH supérieur a 8) (Li. eal., 1996). Le facteur limitant de cette technique lespouvoir
tampon du sol qui, s'il est important, limite I'efcité.

1.2 Immobilisation du chrome
1.2.1 Stabilisation

Le procédé de stabilisation/solidification condaitimmobilisation des métaux en incluant
les particules de sol auxquels ils sont liés, danagent solidifianfMench etal., 2000). Ces
agents peuvent étre la chaux et le ciment. Poghieme, la forme hexavalente est réduite

avant par ajout d’agents réducteurs ou pendaritdagpde mélange avec I'agent stabilisant.

Page 21



Revue bibliographique

1.2.2 Atténuation naturelle

Il existe dans les sols des agents réducteurs epuemt transformer le Cr(VI) en Cr(lll). 1l

2+
s’agit de la matiere organique, des acides humigeiesulviques, des ions Fe..

L’atténuation naturelle n’est pas une techniquéisable seule mais elle peut I'étre en
complément d’'une autre comme le confinement. Ertion du temps de confinement, des
conditions de stockage..., la quantité de Cr(VI) densol pourra évoluer et le traitement
consécutif au confinement devra tenir compte detéfmation naturelle qui aura

éventuellement eu lieu.

2. Techniques biologiques

Les meéthodes conventionnelles, pour la décontammatles sols pollués, se basent
principalement sur I'excavation du sol contaminéagtc, au lieu de résoudre le probléme, le
décalent aux générations futures. Par contre,eesntques biologiques (bioremédiation et
phytoremédiation) offrent une approche peu coltets®utenable (Kramer, 200Peuke et
Rennenberg 2005).

La bioremédiation, c'est-a-dire I'emploi de procgdéologiques pour éliminer les polluants
industriels qui contaminent le cycle biogéochimigiés substances naturelles, est une option
avantageuse pour diminuer la pression exercée 'savifronnement. La bioremédiation
consiste a utiliser des systemes biologiques péduire le niveau de pollution présents dans
l'air, I'eau ou le sol. Ce sont des microorganisnm@oremédiation) ou des plantes
(phytoremédiation) qui sont normalement utilisésote systemes biologiques.

2.1.Bioremédiation

La bioremédiation du chrome peut se faire par éeddries, les levures, et les champignons.

La premiere étude sur la réduction du Cr(VI) pae aualture bactérienne a été décrite en 1977
par Romanenko et Koren'kov. La souche isolée xlagsée comme étant Bseudomonas
dechromaticans Depuis les années 80, les chercheurs se someseés aux nombreuses
autres bactéries capables de réduire le Cr(VI) repgsent des techniques utilisant ces
bactéries réductrices de chrome pour le traiterdesteffluents liquides et plus récemment

des sols pollués (Losi et al, 1994).
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La résistance et la réduction du Cr(VI) peuventeseontrer chez les bactéries gram négatif :
Providenciasp. (Urvashi, 2006)Serratia marcescen@&ampos, 2005Pseudomonas putida
(Ishibashi, 1990)Thiobacillus ferrooxidans(Sisti, 1996),Ochrobactrum intermedium@r1-1
(Faisal, 2005), eBrucella sp. (Urvashi, 2007) aussi bien que chez les grasitiptel que
Bacillus cereuss-6 (Faisal, 2005) élesterenkoniap. strain MF2 (Amoozegar, 2007).

Certaines bactéries peuvent réduire le Cr(VI) enlaése .chezThermus scotoductusA-01
la chromate réductase est une protéine de 36 kbDatijjge préférentiellement le NADPH
comme accepteur final d’électrons (Diederik, 200Bjautres peuvent la réaliser en

anaeérobiose c’est le cas Aerococcusp. (Thiruneelakantan, 2001).

Les principales technologies utilisées dans laebim@diation des sites contaminés par les
métaux lourds dont le chrome, sont les suivaesjardin, 2002) :

2.1.1 Bioaugmentation

Cette technologie consiste a introduire des cudtdeemicroorganismes a la surface du milieu

contaminé dans I'objectif d’augmenter la biodépmdin des contaminants.

Généralement les microorganismes sont sélectiosunéla base de leur aptitude a détoxifier
les composés présents dans le site a dépollualtire peut comprendre une ou plusieurs
espéces de microorganimes. Des éléments nutritifd généralement apportés dans la
solution contenant les microorganismes. Cette sisspe de microorganisme est apportée a la

surface du sol dans les conditions naturelles j@etiée dans le site contaminé sous pression.
2.1.2 Biofiltration

Consiste a l'utilisation d’'un biofiltre pour traitées émissions gazeuses : Le principe consiste
a utiliser des microorganismes pour détoxifier peuants contenus dans l'air a traiter : la
phase aqueuse (I'air contaminé) est mise en coatawt une phase aqueuse dans laquelle se

développe la population microbienne.
2.1.3 Biostimulation

Cette technologie consiste a stimuler l'activités deopulations microbiennes indigenes
(présentes dans le sol ou dans les eaux soutesyapsg apport de nutriments et par

ajustement des conditions du milieu (potentiel giperéduction, humidité).
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2.1.4 Biolixiviation

C’est la lixiviation favorisée par la voie biologig (généralement bactérienne). Elle
correspond a une méthodologie de solubilisation rdésux lourds grace a des bactéries
acidophiles fonctionnant en présence ou en absBorggene. Deux facteurs sont importants
pour la biolixiviation : la température qui doitré&tcomprise entre 25 et 35 °C, la taille des
particules qui doivent étre trés proches de calkelmhctéries.

2.2. Phytoremédiation

La phytoremédiation est basée sur la capacité geraines plantes a se développer en
milieux contaminés, et a extraire, accumuler, $§it#ri volatiliser, transformer ou dégrader un

agent polluant donné.

Les plantes utilisent deux stratégies principaddles peuvent fixer les métaux lourds dans le
sol (phytostabilisation) ou importer et stockes feétaux lourds dans les tissus aériens de la

plante (phytoextraction).
V. Resistance microbienne au chrome et mécanismes d&luction

Dans les deux cas, le phénoméne de résistanca@uetet les mécanismes de réduction du
chrome par les micro-organismes, on parle du Cr@ul)est la forme la plus toxique et qui

peut étre éventuellement réduite.
1. Résistance au chrome

Pour résister au Cr(VI), il existe trois grandesatgigies (préventives ou bien curatives):
empécher le Cr(VI) d’entrer dans la cellule (matatdu systéme de transport du sulfate), le

faire ressortir de la cellule s’il y entre (ChrA) te réduire en Cr(lll).
1.1.Mutation du systeme de transport du sulfate

La résistance aux chromates peut étre due a unatiorutthromosomique du systéme de

2.
transport du sulfate (Ohta et al., 1971). Les BnS, peuvent penétrer dans les cellules par

2-
le méme transporteur que les ions,SOla sulfate perméase. En effet, les charges das de

ions sont les mémes et I'encombrement stérique&mergrandeur. Chez une cellule sauvage
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(non résistante), le systeme de transport du suHat fonctionnel. Par conséquent, les ions
chromate peuvent pénétrer dans la cellule et gEntiguffisamment le métabolisme. Dans ce
cas, la bactérie aura un phénotype sensible (Risj@002). Lorsque le systeme de transport
du sulfate est muté, les ions sulfate ne peuvestppgaétrer, pas plus que les ions chromate
qui ne peuvent donc pas endommager la cellule.dktlte dans ce cas un phénotype résistant
(Figure 3). Ce mécanisme de résistance a été déleer la levur&accharomyces cerevisiae
(Smith et al., 1995) et chez la bacté8&eptomyces coelicolgLydiate et al., 1988).

Sulfate perméase fonctionnelle «

- >

périplasme

membrane

nterne

cytoplasme

Sulfate perméase mutée

éventuellement a la
mort cellulare

Action toxique
conduisant

Bactérie sensible au chrome "= Bactérie résistante an chrome

2-
Figure 3: Mécanisme de résistance aux ions Cr@ar mutation du systeme de transport du

sulfate (Desjardin, 2002).
1.2. Systeme d’efflux : la protéine ChrA

La résistance au chrome chez plusieurs bactériediées a la présence d'un plasmide
PARI180 chez Pseudomonas mendocinéDhakephalkar et al.,1996), pUM505 chez
Pseudomonas aeruginog¢@ervantes et Silver, 1992 'analyse de la séquence de plasmide
pUMS505 a révélé un ORF (Open Reading Frame) qué aodpolypeptide appelé ChrA. Un

ORF ou cadre de lecture ouvert est une séquend@Nl'gusceptible de coder une protéine ou

un polypeptide.

Des expériences slseudomonas aeruginogalvarez et al., 1999 ont montré que des
vésicules formées a partir de cellules résistamgzrimant ChrA transportent plus de

chromates que les vésicules formées a partir deéleekensibles ne portant pas le géne chrA.
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Cet efflux d’ions chromate par ChrA est inhibé laaprésence d’ions sulfate suggérant que la

2-
proteine ChrA reconnaisse aussi,S@t qu’en exces le sulfate entre en compétition dec

chromate. La protéine ChrA expulserait les ionsogfate en utilisant comme source
d’énergie le potentiel de membratieapparait donc que ChrA serait une protéine tigftle

la membrane qui permettrait de relarguer a I'egtériles ions chromate (Alvarez at,
1999.

2. Réduction du Cr(VI) par les bactéries

Si les déterminants génétiques de la résistanahr@me (genes du systeme de transport du
sulfate et géne de protéine d’efflux ChrA) sonteadsien connus, ceux de la réduction le sont
beaucoup moins. Certains auteurs pensent que dendaaint est porté par un plasmide. Ce
serait le cas pouPseudomonas mendocihdCM B-180 (Dhakephalkar etl., 1996).Si les
déterminants sont assez peu connus c’est aus® pae les mécanismes de réduction du
chrome sont nombreux et tres diversifiés. Il pelaigis d’'une réduction directe (ou
enzymatique), ou d'une réduction indirecte partéimeédiaire de certains meétabolites

cellulaires.

Il existe tout d’abord le cas particulier des beegsulfato-réductrices (BSR) qui réduisent le
Cr(VI) avec de I'HS en condition anaérobie. L’hydrogénase permetydlex H en H, les
électrons cédés par I'hydrogene sont transféréytmehrome c3 qui les céde alors au Cr(VI)

au lieu de réduire le sulfite (réduction indirecte)

Ensuite, chez d’autres micro-organismes, il exiateéduction du chrome dite directe car
effectuée grace a des protéines (solubles ou meiabea). Cette réduction peut s’effectuer
en présence ou en absence d'oxygéne. Ce type detiodd est aussi appelé réduction
enzymatique. Les réactions chimiques dans les mgstédiologiques se déroulent rarement
sans catalyseur. Ce dernier peut étre un ion nigtalbu une molécule plus complexe comme

le NAD par exemple.
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Figure 4. Mécanisme enzymatique de la réduction de Cr(Viaémbiose et en anaérobiose
(Wang et Shen, 1995)

En présence d’'oxygene, la réduction microbienn€d¥|) passe par deux ou trois étapes ;
initialement il y a la réduction du Cr(VI) en CiVet/ou Cr(lV) avant la réduction au
chrome stable Cr(lll). NADH, NADPH et les électrods réserve endogéne sont impliqués
comme des donneurs d’électrons dans le processuedietion de Cr(VI). L'enzyme
chromate réductase (Chr) réduit le Cr(VI) avec eml €lectron a Cr(V) suivi par le transfert
de deux électrons pour produire le Cr(lll).

L’enzyme YieF est le seul enzyme qui catalyse diucéon directe du Cr(VI) en Cr(lll).

En absence d’oxygene, la réduction de Cr(VI) imymide cytochrome c’est a dire inclut les
protéines, carbohydrates, hydrogéne, NADH, NADPHestélectrons de réserve endogene.
La figure 5 illustre le mécanisme enzymatique dducéon de Cr(VI) en aérobiose et en
anaérobiose (Cheung et Ji-Dong Gu , 2007).
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Chapitre 11

‘Matériel et Méthodes’
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. Isolats bactériens

Deux isolats bactériens ;Et E (bacilles, Gram positif), sont utilisés dans ceaih lls ont
été isolés a partir d'un site pollué situé sur Okéd a quelgues meétres en aval du point de
confluence avec Oued Seb@ahri, 2008). Ces isolats ont été sélectionnés pour leur cpaci

a résister et a réduire le chrome ({Iphri et al., 2011)
[I. Evaluation de la résistance au chrome et aux autraasétaux

Les deux isolats ET et E6 sont ensemenceées sulliéai B (Luria Bertoni) (annexe) agar
contenant des concentrations croissantes de Cef\Jautres métaux (de 5 & 2000 mg) L
Cr(VI), Cr(lll), Cu(ll), Zn(ll), Ni(ll), Mn(ll) et Co(ll), sous forme, de: £r,O;, CrNGs;,
CuSQ, ZnSQ, NiCl,, MnSQ, et CoC} respectivement. Ces métaux lourds ont été stsilis

par filtration et ajoutés séparément au milieu Igara

La croissance a été évaluée jusqu'a ce que lebeoadent été incapables de produire des
colonies sur ce milieu. Sur la base de cette étialyda concentration minimale inhibitrice

(CMI) a été déterminée aprés 48 h d'incubation &C37
. Etude de la réduction du Cr(VI) et de la croissance

L'étude de la croissance et de la réduction du Qrpéar les deux isolats est réalisée en
utilisant deux milieux de culture, selon I'expégen: le milieu riche LB liquide et le milieu
M63 (voir annexe). Cette étude est réalisée danbule d’optimiser les conditions de
croissance et de réduction du Cr(VI) par les isolzctériens (pH du milieu, température,
donneurs et accepteurs d’électrons).

1. pH du milieu

Afin d'étudier le profil de croissance et le tawxld réduction de Cr (VI) dans des conditions
alcalines et acides, les cultures ont été cultigédgférents niveaux de pH de 4 a 9 dans le

milieu LB. Le pH du milieu est ajusté avec NaOHHxI.

Le Cr(VI) est ajouté au milieu sous forme de solutde bichromate de potassium a une
concentration de 100 mg/L. Le milieu est ensememcg 100 pl de culture bactérienne
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liquide (DO= 1,4- 1.9) des souches étudiées. Lé&nmreyers sont incubés a 30°C sous

agitation (125 rpm).

Pour chaque pH un témoin abiotique, non ensemestdréparé afin d’évaluer la réduction

du Cr(VI) par les constituants du milieu.

Le Cr(VIl) restant dans le milieu est dosé par lathode spectrophotométrique au

diphénylcarbazide (DPC) (Philip et al., 1998 ; Sfidisar et al., 2006). 200ul de I'échantillon

sont additionnés de 200ul du DPC et 330ul.8@,, le volume est complété a 10 ml avec de
'eau distillée. Le dosage se fait grace a uneti@a colorimétrique avec le DPC qui donne
en milieu acide avec l'ion chromique une coloratioolette. Ce mélange réactionnel a un
maximum d’absorption a 540 nm.

La croissance cellulaire est estimée par mesulalgsorbance a 600 nm.

2. Température

Différentes températures 25, 30, 37, 40 et 45 @t sstées sur la croissance et la réduction
du Cr(VI) par les isolats bactériens en utilisaatnilieu LB additionné de 100 mg/L de

Cr(VI) ajusté au pH optimal obtenu pour chaque beuc

L’ensemencement des milieux, les conditions deupglet le dosage du Cr(VI) sont réalisés
comme décrit précédemment (l11.1).

3. Donneurs d’électrons

Bien que les bactéries réductrices de Cr(VI) puissdiliser une variété de composés
organiques comme donneurs d’électrons pour assetée réduction, nous avons testé un
certain nombre de ces donneurs d’électrons potarrdéner quel est le meilleur pour nos

souches pour avoir une réduction maximale.

Le milieu de culture utilisé pour tester I'effetsddonneurs d’électrons sur la croissance et la

réduction de chrome par les bactéries est le mifisumum M63 (annexe).

Les donneurs d’électrons testés sont: le gluctsefructose, le glycérol, l'acétate de

potassium, le citrate de sodium, le NADPH, le togbtane et I'acide benzoique.

Les solutions meres des différents donneurs diglest sont stérilisées par filtration et

additionnées au milieu pour avoir des concentratoa10mM.
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L’ensemencement des milieux, les conditions deuoelet le dosage du Cr(VI) sont réalisés

comme décrit précédemment (Ill.1 page 19).
4. Accepteurs d’électrons

Afin d’étudier le phénoméne de réduction du Cr(@dr les isolats, il était intéressant de
connaitre si d’autres accepteurs d'électrons sduygésents dans les sites contaminés
peuvent entrer en compétition avec le Cr(VI) qut agtant qu'accepteur d’électrons au cours

de sa réduction en Cr(lll).

Pour tester I'effet des accepteurs d'électrondasuoeduction le milieu utilisé est le milieu LB
et les accepteurs d’électrons testés sont: sulfete sodium, carbonate de sodium,
I'hnydrogénophosphate de sodium, nitrate d’'ammoniwxyde de fer(lll) et le Chlorure de

calcium.

Les solutions meres des différents accepteurs alféles sont stérilisées par filtration et

additionnés au milieu pour avoir une concentratier20 mM.

L’ensemencement des milieux, les conditions deuoelet le dosage du Cr(VI) sont réalisés

comme décrit précédemment (Ill.1 page 19).

V. Etude de la réduction du Cr(VI) par les cellules
immobilisées
1. Préparation des cellules immobilisées

1.1. Préparation de la suspension bactérienne

Dans des erlenmeyers de 250 ml, 100 ml de miliewstéBile est ensemencé par les souches
Es et E. Aprés incubation pendant 24h a 30C° sous agitate 125 rpm, les cellules sont
récupérées par centrifugation dans des tubes dml2®/ec une vitesse de 7000 Tr/min
pendant 10 minutes. Apres lavage dans I'eau distitérile le culot est suspendu dans 15 ml

d’eau distillée stérile.
1.2. Préparation de la solution d’alginate

Pour la préparation d’alginate a 3 %, 0,45g d’'atgrest solubilisé dans 15 ml d’eau distillée.
La solution est stérilisée pendant 30 min a 121 éC mélangée avec la suspension
bactérienne qui est déja préparée.
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1.3. Reéalisation Caviar

La pate (alginate de sodium et la suspension hewt®) est bien malaxée avant d’étre

prélevé pour faire des billes dans la solution d€k0,1M stérile.

Les billes sont immergées dans la solution de gatlsont enfin récupérées et lavées avec
de l'eau distillée stérile.

Pour le témoin la préparation des billes est réalipar I'ajout de 15 ml d’eau distillée stérile

a la solution d’alginate.

2. Etude de la réduction par les cellules immobiliséesmn comparaison

avec les cellules libres

Des cultures bactériennes de 24 heures sont cay#tes$, les cellules sont récupérées aprés
lavage dans de l'eau distillée stérile. Le culdtggisé d’'une part pour la préparation des

cellules immobilisées dans les billes d’alginatautte part pour les cellules libres.

Les cellules immobilisées et les cellules librestsensemencées dans 50 ml du milieu LB
additionné de 100 mg/L du Cr (VI) et incubées aC3606us agitation 125 rpm.

Aprés chaque 24h le dosage du chrome (VI) espfaita méthode spectrophotométrique au
DPC.

3. Etude de la réduction d’une répétition de 100 mg/lpar les cellules

immobilisées

o En milieu non renouvelé :Les cellules immobilisées dans les billes d’alggnsont
ensemencées dans 50 ml du milieu LB qui conti@ftrihg/L du Cr (VI) et incubées a 30°C
sous agitation 125 rpm. A chaque fois que la qtéadt chrome atteint 0, 100ul de Cr (VI)

est ajouté dans le milieu.

Apres chaque 24h le dosage du chrome (VI) esptaita méthode spectrophotométrique au
DPC.

. En milieu renouvelé: L’expérience est réalisée de la méme manierengorilieu non

renouvelé sauf qu’a chaque fois au lieu d’ajolgethrome dans le méme milieu, les billes
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sont lavées et resuspendues dans un autre milielnaidhement préparé et contaminé avec
100 pl du chrome (VI) (100 mg/L). Aprés chaque Bttosage du chrome (VI) est fait par la
méthode spectrophotométrique au DPC.

V. Etude de la réduction du chrome en microcosme delso

Le sol utilisé pour les expériences de microcosste@lecté a partir du jardin de la Faculté
des Sciences et Techniques (Fés). C'est un sdbdimoneuxde pH 6,9. Ce sol est choisi
car il n'est pas traité par des produits chimigquesexposeé a des contaminations par des

métaux lourds.

Le sol est prélevé a une profondeur de 20 cm, s&ét¢bépérature ambiante, broyé et tamisée

(2 mm de diametre).
Le sol a été contaminé artificiellement au labdratpar le Cr(VI) et traité par les souches.
Nous nhous sommes intéressé a étudier :

v' L'effet des souches sur la concentration du Cr@éluble dans I'eau.
v" La germination et la croissance des plantes (trédlernesol et haricot) dans un
sol préalablement contaminé par le Cr(VI) et éraec les isolats bactériens.

1. Microcosme dans les boites de Petri

Le sol est réparti dans des boites de pétri amaigo35 g par boite. Ces boites sont ensuite
stérilisées par autoclavage (30 min-121°C) 5 fégasees de 24 h pour assurer I'élimination
des spores résistants au traitement thermiqueolLess contaminé par 8 ml des solutions de
Cr(VIl) a 300 et 400 mg/L (67,5 et 91,42 mg/kg d& b inoculé par 8 ml des cultures
bactériennes préalablement incubé 48h a 30°C dandiku LB.

Des témoins abiotiques sont préparés dans les méomektions. Les boites sont ensuite

incubées a 30 °C. Aprés 1 semaine :

* laréduction du Cr(VI) dans le sol est évaluéedumage du Cr(VI) soluble dans 'eau.

* Dans le but d’étudier I'effet du traitement par isslats bactériens, la toxicité du sol
est testée sur la germination et la croissanceptieges de trefle, de tournesol et
d’haricot. Pour ceci, les graines préalablemeninfigstées a I'alcool et lavées a I'eau
distillée stérile sont mises a germer dans deg$aié Petri a raison de 10 graines par
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boite pour le tréfle et de 5 gaines par boite pedournesol et I'haricot. Aprés 7 jours,
le nombre des graines germées est compté, lesul@ansont prélevées et les
longueurs et les poids des parties aériennes ietarges sont mesurés. Un dosage du

Cr(VI) soluble résiduel dans le sol est réalisé.

2. Microcosme en pots (sous serre)

Des pots en plastiques contenant 150 g de sol ceatdminés par 40 ml d’'une solution de
chrome a des concentrations de 300 et 400 mgthoetlés par 25 ml de culture bactérienne
qui est préparée par I'ensemencement de chaquéesdans 100 ml du milieu LB et incubé

48 h a 30°C.

Apres une semaine de traitement, des graines deetal, de trefle, et d’haricot sont mises en

culture dans les pots.

Les plantes sont prélevées apres 20 jours, le reomds graines germées est compté et les

longueurs et les poids des parties aériennesieam@s sont mesurés.

VI. Lixiviation de sol

1. Lixiviation en batch

1.1 Par les cellules libres et immobilisées

Le sol est tamisé aprés séchage a l'air ambiawnirgen20°C) pour recueillir la fraction
granulométrique inférieure a 2 mm. 5 g de la faactinférieure & 2 mm du sol sont placés
dans des erlenmeyers de 150 ml et stérilisés Jptiautoclavage (121°C pendant 30 min).
Ce sol est mis en suspension dans 30 ml de milgwadditionné de Cr(VI) & 100mg/L et

ensemencé par les cellules bactériennes libremmobilisées dans les billes d’alginate.

Les cellules bactériennes utilisées sont obtenaexgntrifugation de 100 ml d’une culture
bactérienne dans le milieu LB incubé 48h a 30°Gsuet est suspendu dans 15 ml d’eau
distillée stérile pour la préparation des cellulasnobilisées ou suspendu directement dans
30 ml du milieu LB pour les cellules libres.

Le témoin est préparé par I'ajout de 30 ml du mili8 additionné du Cr(VI) a 100mg/L.

L’ensemble est incubé a 30°C, sous agitation (pab).r
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Chaque 24h, le prélevement de 1 ml de la solutiosol est réalisé, centrifugé a 7000 Tr/min
pendant 5min, et le dosage du Cr(VI) est effectarél@ méthode spectrophotométrique au
DPC.

Le milieu contient 100 mg/L du chrome (VI) et aaghe fois que la quantité du chrome

atteint 0, on rajoute 60 pl (env 100 mg/L) dansigeu.
1.2 Par les cellules libres en présence du Cr (VI), Cet Zn

Cette expérience est réalisée de la méme maniéocggemment décrite, sauf que le milieu
LB est additionné par le Cr (VI), le Cu et le Zmre concentration de 50 mg/L pour chaque

meétal et ensemence par les cellules libres.

Aprées 72 heures, la concentration du chrome e¢ ckds autres métaux lourds dans les sols
contenant les souches E6, ET et aussi dans lesngest dosé par le prélevement de 1 ml des

solutions dans des tubes eppendofs, centrifug®@ rnin pendant 5 min.
2. Lixiviation sur colonnes de sol

Les colonnes utilisées dans cette expériencedameolonnes d’'une longueur de 9 cm + 0.5
cm et d’'une largeur de 3 cm £ 0,5 cm. Chaque caamété remplie avec 40 g de sol. Les
colonnes sont ensuite préparées pour la lixiviadiorajoutant une couche de gravier de 99 et
un filtre nylon avant de compléter par les 40 gsdu Gravier et filtre ont été préalablement
lavés a I'eau distillée. Le gravier assure la cairésle la base de la colonne du sol tout en
permettant une circulation du lixiviat. Il offre @utre une réactivité négligeable vis a vis du
lixiviat.

Le filtre nylon quant a lui supporte le poids densemble. Les colonnes sont polluées avec 15
ml de Cr (VI), de Cu et de Zn a une concentratier8A0 mg/L soit 112,5 mg/kg de sol dans
chaque colonne.

Ces dernieres saturées par la solution de chromelassées sécher pendant une semaine
avant d’ajouter 15 ml de la suspension bactériesteres chaque colonne, préalablement
incubée 48h a 30°C. Les colonnes témoins ne codrgmue les polluants et 15 ml de I'eau

distillée. Deux répétitions ont été faites.
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Apres une semaine, la procédure de test de liioviatonsiste a simuler des cycles de pluies
avec une solution de Ca(NO3)2 a 0,001M, et a ddéesgrollution chromée par la méthode de

diphényl carbazil et celle des autres métaux pRrAES.

VIl. Traitement des effluents

1. Site de prélevement

BN

Nos échantillons ont été recueillis a partir d’uite spollué par les effluents qui
proviennent des rejets industriels de la ville @s.FCe site est localisé sur 'Oued Sebou a
guelques meétres en aval du point de confluencel&®eed Feés.

O Cued Sebou

Qued Inaouéne

Oued Sebou

Site de péléveme
Oued Mellah

Oued Fés r5 Oued Sebou

Figure 5: Situation géographique du site de prélévement fileeets

2. Echantillonnage

Les échantillons destinés au traitement biologignieété prélevés dans des flacons en verre
stériles, et acheminés au laboratoire dans unéegtaa 4°C pour empécher toute croissance
bactérienne (RODIER, 1984).
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Le prélevement des échantillons a été effectué eimmuent, le flacon tenu a l'aide d’'une
main est plongé jusqu'a 20 cm de profondeur, godidgé a contre-courant, selon les
recommandations de Rodier (1984). Le flacon rendf@iau est retiré de l'eau et fermé

hermétiquement.
3. Traitement

L’effluent est filtré sur papier Wattman afin ddliner les matieres en suspension qui sont
trés abondantes. Le filtrat est réparti dan desrereyers et contaminé par le Cr(VI) a une

concentration de 50 mg/L.

Les effluents ainsi enrichis en Cr(VI) sont inoaupar les cellules bactériennes (obtenues par
centrifugation de 100 ml de cultures bactérienre241h) et incubés a 30°C sous agitation de
125 rpm.

Des dosages des parametres de pollution (Cr(Mfgtes, orthophosphates et oxydabilité au
permanganate de potassium) sont effectués apragqueh24 h, aprés filtration des

échantillons sur membrane de nitrocellulose de QM5

4. Dosage des parametres de pollution

4.1.Cr (V1)

Le Cr(VI) est dosé par la méthode spectrophotoogtrau DPC.

4.2 Sulfates

Les sulfates sont précipités en milieu acide chydrigue sous forme de sulfates de baryum.
Le précipité ainsi obtenu est stabilisé a l'aiden@'solution de Tween 20. Les suspensions

homogenes sont mesurées au spectrophotomeétre.

Dans un erlenmeyer de 150 ml, nous introduisonsessivement, 50 ml de l'effluent a
analysé, 1 ml de HCl au 1/10 et 5 ml de BaCl2mélange est agité puis laissé reposer

pendant 15 min.
La lecture se fait au spectrophotometre a une lemgd'onde de 650 nm.

Dans les mémes conditions, un tube témoin a égapFéen remplacant I'effluent a analyser

par de I'eau distillée. Ce témoin, nous a serviggliage du spectrophotometre.
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La courbe d’étalonnage donne directement la teaeisulfates exprimée en mg de SO2 par

litre d’eau.

4.1. Orthophosphates

En milieu acide et en présence de molybdate d’anumgnles orthophosphates donnent un
complexe phosphomolybdique qui, réduit par I'acadeorbique, développe une coloration

bleue susceptible d’'un dosage spectrophotométrique.

Dans un erlenmeyer de 150 ml, nous introduisonsessivement ,20 ml de l'effluent a
analyser, 1 ml d’acide ascorbique, 4 ml de réaettbmbiné, le mélange est agité puis laissé

reposer pendant 30 min.

Dans les mémes conditions, un tube témoin a émap¥éen remplacant I'effluent a analyser

par de I'eau distillée. Ce témoin, nous a servigglage du spectrophotometre.
La lecture se fait au spectrophotometre a une lemgd'onde de 700 nm.

La teneur en phosphore, exprimée en mg/l pour ike p'essai est donnée par la courbe

d’étalonnage.

4.2. Oxydabilité au permanganate de potassium

L’indice permanganate d’'une eau est la concentraiomasse d’oxygene en relation avec la
guantité d’ions permanganate consommée par un #@tbard’eau, dans des conditions
définies. Il correspond & une mesure conventioangtur évaluer la contamination d’un

échantillon d’eau faiblement chargé en matiereamoges.

Le test consiste a mesurer en milieu acide, latij@asioxygéne utilisée pour la réduction du

permanganate de potassium par les matieres oxylat¢enues dans une eau.

Dans un erlenmeyer, nous avons prélevé une prssai de 25 ml, puis on a ajouté 5 ml
d’acide sulfurique a 196 g/l, mélangé avec précauthpres en a placé le récipient dans un
bain marie pendant 10 minutes puis ajouter 5 mladsolution mere de permanganate de
potassium. Au bout de 10 min nous avons ajoutd 8enfloxalate de sodium et nous avons
attendu la décoloration de la solution.

Titrer la solution encore chaude avec la solutiba fle permanganate de potassium jusqu’a
I'apparition d’'une coloration rose pale persistasinviron 30 secondes. Noter le volume de

solution de permanganate consommé, soit V1.
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Parallelement a I'essai, procéder a un essai & lolans les mémes conditions mais sur 25 ml

d’ED au lieu d'utiliser I'effluent, soit VO le volme de permanganate de potassium utilisé.

L'indice de permanganate, exprimé en milligrammas lire d’oxygéne, est donné par la

formule suivante :

16(V1 —V0)
Ve

16 : équivalent en oxygene exprimé en milligramnpes millimole, d’une millimole

d’oxalate

VO : volume en millilitres de solution de permangtnde potassium consommé pour I'essai a
blanc

Ve : volume en millilitres de solution de permangnde potassium consommeé pour le titre
de la solution de permanganate. A partir du blendécolorer en ajoutant 'oxalate de sodium

puis retitrer avec la solution fille de permangardg potassium.
5. Test de toxicité de 'effluent traité

Apres traitement de l'effluent par nos souchesydlgation de ce traitement est faite par

'arrosage des plantes de trefle qui sont plandées des pots contenant 1509 de sol.
Deux répétitions ont été réalisées pour chaguehsoeicle témoin.

Aprés 20 jours les plantes sont prélevées, le nerdbs graines germées est compté et les

longueurs et les poids des parties aériennesieam@s sont mesurés.
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Chapitre 111

‘Résultats et Discussion’

Page 40



Résultats et discussion

I.  Evaluation de la résistance au chrome et aux autresétaux
Les études appliquées portant sur la réductionr@dlCpar les bactéries ont pour but de les
utiliser dans le traitement d’effluents ou de smfiués. Toutefois, la pollution au Cr(VI) est
souvent associée a d’autres pollutions métalligeas.conséquent, I'influence de la présence
de ces métaux a été testée afin d’apprécier |éi@ts sur les souches testées.
Le tableau 2 présente les différentes concentmtimmimales inhibitrices de différents

meétaux pour les souches ET et EB.

Tableau 2: Concentration minimale inhibitrice (CMI) de difféns métaux sur la croissance
des souches ET et EG6.

CMI des métaux (mg/L)

Souches | Cr(vI) Ni Cr (Il Mn Zn Cu Co
ET 900 1200 1000 900 1000 1000 1300
E6 700 700 1000 800 800 1000 1300

D’aprés ce tableau, nous avons constaté que lesrgades CMI des deux souches different
selon les métaux, allant de 900 a 1300 mg/L posoleche ET et de 700 a 1300 mg/L pour la
souche E6. La souche ET s’est montrée plus résistpie la souche E6 au Cr(VI), au Ni, au
Mn et au Zn, mais de point de vue résistance alll)CICu et Co, les deux souches ont une
résistance comparable.

Plusieurs travaux ont montré la résistance élewsenaétaux lourds des microorganismes
isolés a partir des sites pollués (Viti et al., 20@ahoor, 2009). Cependant, la comparaison
de nos résultats avec les valeurs rapportées dafitérature est difficile, en raison de
différents types de milieux et de conditions deissance utilisées telles que la nature du
milieu liquide ou solide. La disponibilité des cooggs métalliques est plus importante en
milieu liquide qu’en milieu solide, ainsi, la toXi& du métal sur la bactérie est plus élevée en
milieu liquide (Shilpi Mitta, 2003). Donc le degde tolérence aux métaux est plus élevé en
milieu solide qu’en milieu liquid (Shilpi Mitta etl, 2003 and Yilmaz El, 2003).

Gadd (1990) suggéere que la capacité de résistasgews des métaux lourds differe d’'une
souche a une autre selon le mécanisme utiliségpaouche bactériennes pour qu'elle se
protége contre l'action de ce métal, comme, la dijatson par la biomasse cellulaire, le
transport active, la liaison par des molécules snfique, le piégeage dans des capsules

cellulaires, les précipitations et des réactionsxytloréduction ainsi que la formation
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d'adduits protéin&DN (Zhitkovitch et Costa, 1992) [linduction de stress protéinic

(Ballatori, 1994). En ceyui est de la réstance au chrome hexavalent, t principaux
mécanismes de résistance ont été di: la mutation du sygéme de transport du sulfale

systeme d'efflux (Desjardin, 20(, etsa réduction en Cr(lll) moins toxig.

Ainsi, nos résultats montretd multirésistance des souches vigisa-de plusieurs métau
Cette résistance serait due a ladaptation aux conditions environnementales duopé&
dans lequel elles ont véc@ed F¢, connu par sa contamination par le chr et aussi bien

d’autres meétaux lourds).

lI.  Optimisation des conditions de croissance de réductions du Cr(VI)
1. Effet du pH

Le résultat de l'effet de pH sur la croissanc&aetduction du Cr(VI) par les souches ET

E6 dans le miliel.B est présenté daila figure 6.

(a ) mmmRéduction =M= Croissance (b) B Réduction == Croissance
100 - - 35 2> 1 r 2
= -3 = _

® 80 - 32 - 1,5 E
£ 25 E S
Z 60 - . o E15 S
S 8 -3 i
: 40 - - 1.5 g 10 - o
2 Lo = -0, 8

S 20 A Y o 5 5 - '
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Figure 6: Effet du pH sur la croissance et la réduction @@ rhg/L du Cr(VI) par les souche
E6 (a) et ET (b) en milieu LB a 30°

La figure 6(a) illustre la capacité de la souche a réduitle Cr(VI) sur une large gamme

pH (6 a 9),avec un maximum de réduction a ptk-9) avec 100% de réduction a pH 8.
croissance maximale a été observée a pH 9. Aldesdps pH acides nous n'avons nott
croissance bactérienne ni réduction «(V1).

Nous avons mntré que la souche ET (figure¢ (b)) est capable deroitre et de réduire |
Cr(VI) a des pH neutres et alcaliavec un maximum de réduction a pH 7 et de croigsa
pH 9.

Page 42



Résultats et discussion

Le pH optimal pour la réduction du Cr(VI) dépendmk souce a l'autre. Wang et al. (199
ont montré que la réduction du(VI) par Enterobacter cloacas'est produite a des pH

6,58,5 et a été fortement inhibée a pH acides. Shakbal. (2000) ont signalé que le |
optimal pour la réduction du Cr (VI) pune bactérie Grarpesitive était de 9, maThacker
et al. (2007)ont constaté que le pH optimal est de 7 dans ledeaBrucella sp. et
Pseudomonas aeruginosa.

Nous avons constaté que le pH optimal de la réoluctu Cr(VI) ne coincide pas avec le

optimal de la croissance pour les deux souchestHbTe Des résultats similaires ont
obtenus par Sayel et al. (2011) qui ont montré BueH optimal pour la croissan
d’Enterococcus gallinarunest de 8 alors que celui de la réduction et deOchrobactrum
intermediumROSCS5 réduit le Cr (VI) dans un pH de 5 a 9 mais le gptimal pour le
réduction du Cr (VI) a été de 7 (Sultan et Hasizain7).

Toutefois, il aurait été intéressant de testerdéssance et la réduction a des pH plus als
(pH>9) puisque que les pH alcalins se sont avérés les falvorables pour la croissance
pour la réduction du Cr(VI) par nos souchesethble logigie de trouver un tel résultat ét:
donné que le site d’iseinent de ces souches était alc (Tahri et al, 2011)

2. Effet de la température

Aprés avoir étudié I'effet dpH, nous avons jugé nécessaire de détermineruénfte de i

température a la fois sur la croissancea réduction du Cr(VI) (Figure)7
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Figure 7 : Effet de latempérature sicroissance et la réductiae 100 mg/L du Cr(VI) p¢
lessouchs EG6 (a) et ET (b) en milieu LB a 30°C.
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La figure 7 représente la cinétigue de la croissagicde la réduction du Cr(VI) par les
souches E6 et ET, en milieu LB a pH 8 et 7 redpamient et a différentes températures.
Ainsi, on remarque que la souche E6 est capableraltre et de réduire le Cr(VI) sur un
intervalle de température de 25°C a 35°C avec uimom de croissance et de réduction a
30°C. Par contre celles-ci sont inhibées a desé¢eatyires supérieures a 40 °C (figure 7 (a)).
La croissance et la réduction du Cr(VI) par la $muET (figure 7 (b)) sont possibles a des
températures allant de 30 a 45°C avec un maximumédigction entre 30°C - 35C° et une
croissance optimale a 35°C. On note aussi undatigle réduction avec une faible croissance
a des températures de 40°C et 45°C.

Il a été rapporté que la température optimale éduation du Cr (VI) paNesterenkoniap.
MF2 (Amoozegar et al., 2007) €@chrobactrumsp. CSCR-3 (Zhiguo et al., 2009) a été
trouvée a 35°C, alors que poBacillus sp., (Wang et Xiao, 1995) &seudomona&RB5
(McLean et Beveridge al., 2000), elle a été signal@0°C. Cependant, la chromate réductase
obtenue a partir deThermusscotoductusSA-01 a été identifiée avec une température
optimale de réduction du Cr(VI) a 65°C (Oppermaalgt2008).

3. Effet des donneurs d’électrons

Les résultats de la réduction du Cr(VIl) obtenus prasence de donneurs différents

d’électrons pour la souche E6 et ET sont présesutéka figure 8.
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Figure 8 : Effet desdifférents donneurs d’électrons sur la croissaick
réductiondu Cr(VI) (50 mg/L) par le souches E 6 (a) et §b) en milieu minimum M6:

Pour la souche E6 (figurea), la meilleure réductiorau bout de 48, est observée en
présence de glycérol (1009uiviepar le glucose avec une réduction de 1La croissance
est maximale en présence de glycérol suivi par le frsetd?our la souche | (figure 8b),
nous avons noténe croissanc et une réduction importanten présenc de fructose, de
glucose et de glycérol.La réduction du Cr(VI) s’est accompagnée par lanfdion d'un
précipité bleu qui serait du a la formation d’uggpité bleu correspondant a I'hydroxyle
chrome trivalent (Cr(OH) (figure 9)

Page 45



Résultats et discussion

Figure 9: Réduction du Cr(VI) par la souche E6 en présenagyaetrol comme donnel
d’électron

Des résultats analoguest été obtenus avec la souStreptomycedlH50 qui réduisait plu
rapidemente Cr(VI) en présence de glycérol qu’en présencgldeose (Desjardin, 2002). (
résultat peut s’expliquer péeffet de la nature de la source de carbone sur I'expresdi
certains genes de la bactérie. En effet, il exddférents exemples de reession catabolique
ou encore "effet glucose" par le glucose dansdeada bactérien. Donc, il est possible
l'activité réductrice du Cr(VI) de la souche E6tsmumise a I'effet de glucose comme il a
élucidé par (Desjardin, 2002). Contrairemela soucheEscherichia coliATCC 33456 qui a
donné une meilleure activité réductrice du CIl) en présence du glucose suivie pe
tryptone en comparaison avec l'acétate, citratdata, oxalate, succinate, tartrate, Glycé
NADH, NADPH, acid Casamir, et casitone emant que donneurs d’électrorWoo Chul
Bae, 2000).

4. Effet des accepteurs d’électron

Pour des applications en bioremédiation, il estartgnt de savoir comment différer
accepteurs d’électrons peuvent affecter le tauxréthiction du Cr(VI), aussi bien q
comment le Cr(VI) peut influencer I'utilisation desccepteurs finals d’électrorCr(VI)
(Middleton, 2003).

Les résultats de l'effet de différents accepteuédedtrons (NH4ANO3, Na2S04, Na2C,
Na2HPO4, Fe203 et CaQl2sur la réductiordu Cr(VI) et la croissance des souches E

ET en milieu LB,sont présentés dans la figure.
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Figure 10: Effet des accepteurs d’électrons sur la croissahtzeréductiordu Cr(VI) (100

mg/L) par les souches E6(a) et ET (b) en milieu

Au cours de la réaction de réduction du Cr en aérobiose, cel@i-agit er tant qu’accepteur

d’électrors dans les réactions d’oxy-réduction :

HCrO, + 7TH" + 3e> Cr3" + 4H,0

Donc, quant on parle de la capacité d’'une souchédaire le Cr(VI) en présence d'

donneur d’électron, en d’autres termes ceci imglitp capacité du Cr(VI) a accepter

donneurs d’électrons lors de la réduction du Cr(Wliddleton, 2003)

La souche EG6 (figure 19a&st capable de croitre et de réduire le Cr(\it) peésence de tol

les accepteurs d

'électrons tes avec un pourcentage supérieanr égal a 58%, ma

'optimum de croissance et de réduction est obterac le Fe2C (DO = 15 ; 80%). Donc, la
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présence d’autres accepteurs d’électrons autredeqGe(VI) n’affecte pas la réduction du
Cr(VI) par la souche EB6, ce qui implique que le\@y st le meilleur accepteur d’électron par
rapport aux autres.

Pour la souche ET (figure 10b) la réduction du Qr@st maximale en présence deGi@;
(45%) suivi par le N&AHPO, (40%) puis le Nzg5O, (30%). On constate également que la
croissance est en parfaite corrélation avec laatému en présence de ces trois accepteurs
d’électrons. Pour les autres accepteurs d’élect@a@|2, Fe203 et NHANOS3, nous obtenu
graduellement des réductions de 22%, 13,7% et 13%.

Il est important de signaler pour les deux sou@tediées, la réduction du Cr(VI) n’a pas été
affectée par la présence du sulfate qui est recoomume analogue structural du chromate, de
plus les deux souches ont pu donner une croissiate le milieu M63 ne contenant que le
sulfate comme seul source de soufre. Donc le mg&eende résistance de ces souches vis-a-
vis du Cr(VI) n'est pas la mutation du systemerdagport du sulfate plutét que sa réduction

en Cr(lll) mois toxique pour les cellules. .

lll.  Réduction du chrome par les cellules immobilisée®t les cellules

libres

1. Comparaison entre les cellules libres et les celkd immobilisées

Dans le but d’optimiser les conditions de la réauncdu Cr(VI), nous avons étudié
cette réduction par les cellules libres et immebiis des souches E6 et ET. Les résultats

observés sont présentés dans la figure 11.

(a) —o—E6libre —m—E6immobilisée (b) —0—ET libre —M—ETimmobilisée
100 - 100 -
—_ <
-
S 80 - "é" 80 -
£ 60 %— 60
E 5
T 40 - g 40 -
2 =
§ 20 - E 20 -
< S
(@] 0 T T T O T T T
0 24 48 72 0 24 48 72
Temps (h) Temps (h)

Figure 11: Réduction de 100 mg/L du Cr(VI) par les cellulésds et les cellules
immobilisées des souches E6 (a) et ET (b) en milepH 7 et a 30°C.
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Au bout de 48h les cellules immobilisées de la BeuE6 (figure 11(a)) ont permis une
réduction de 80% alors que les cellules libresnfmermis que la réduction de 49%, et apres
72h nous avons obtenu une réduction totale pacdéales immobilisées et 86% par les
cellules libres.

Pour la souche ET (figure 11(b)), au bout de 4®usmavons obtenu une réduction de 74,2%
et 58% respectivement par les immobilisées etdibaéors qu’apres 72h, nous avons obtenu
une réduction de 100% par les immobilisées et ¢4284ar les cellules libres.

Ainsi, pour les deux souches EG6 et ET, les asdlutnmobilisées arrivent a réduire le Cr(VI)
en une durée plus courte que celle observée paeliedes libres. Ceci peut étre expliqué par
les avantages que présentent les cellules immébdispar rapport aux cellules libres
notamment la stabilité biologique et physique delfules en raison de la protection par le
support d’alginate et la protection contre certafists inhibiteurs dans le milieu (toxicité du
Cr(VI)).

2. Réduction du Cr(VI) par les cellules immobilisées e milieu renouvelé et non

renouvelé

Les résultats de la réduction de répétitions derilD@le Cr(VI) par les cellules immobilisées

dans un milieu renouvelé et dans un milieu nonueel@ sont présentés dans la figure 12.
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Figure 12: Répétition de la réduction de 100 mg/L du Cr(VIj |es cellules immobilisé
dans un milieu norenouvelé et un milieu renouvelé des souches Eét @] (b) en miliet
LB a pH 7 & 30°C.
Les résultats obtenus d’aprés cette étude mnt que la réduction dans un milieu n
renouvelé est maintenue constante apres la deuxiépétition pour les deL souches E6 et
ET. Alors que la réduction dans un milieu renouwedé obtenu chaque 48h apres la pér
d’adaptation au milieu, les premier 6 jours efci@st observé pour les deux souches.
travaux analoguesnt montré que les cellules Streptomycegriseus immobilisées dans le

billes d’alginate ont été utilises jusqu'a cinq cycles pour la de réduction de Odg (50
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mg/L) de Cr(V) pendant chaque cycle de 24andis que les cellules libres ne poent pas
étre utiliséeplus d'un cycle eraison de la lyse cellulaire (Poopal et Laxi, 2009).
L'immobilisation de cellles présente des avante par rapport aux cellules libres en ét

plus stable, plus facile de wHisation, plus fade de séparation solid&uide.

V. Réduction duchrome dans un microcosme de s

1. Microcosme dans les boites de Pe

1.1Croissance des plante
la capacité des souches a réduire le Cr (VI) danso est évalué par la mesure de
croissance des plantes (tréfle, tournesol haridat)s des boiti contenat du sol stérile,
contaminé par 300 et 400 m et traités pendant une semaine par les souchesEI6
Les résultats des mesures des poids des partiesrss et racinaires des plantes de ti

sont présentés dans la figure

(a) MPMFacr300 mPMFacrat0 (ly)  mPMFrac300 mPMFrac400
0,5 0,12 -
0,4 - 0,1 -
?-Q —
:‘5’ 0,3 - = 0,08
s 0.2 & 0,06 -
2 2 0,04 -
017 0,02 -
0 - 0o -
T.B T ET E6 T.B T ET E6
Traitement Traitement

Figure 13: Effet detraitemen de sol contaminé par 300 et 40@/L du Cr (VI) pales
souches ET et Esur le poids de Imatiére fraiche aérienne (PMF aér) et
racinaire (PMF rac) (b) du tréfle.
Au bout de 7 jourdes résultatmontrent que la croissance ddante dans un sol contami
par le Cr (VI)(T), est inhibé d 75% pour le poids de la matiére fraiche aérieriraeer 0%
pour le poids de la matiére fraiche racinaire emgaraison avec la plandans le sol non
contaminé (T.B)En effet, les métaux non essentia la croissance des végét: en exces,
provoguent aussi bien des chloroses et nécrosedeguetards de croissance (inhibition d
croissance) (William®t al2000. Chez l'orge, la synthese de polyaminont la putrescine,

principalement due a urexposition a Cr(VI), réduit la croissance, induit la synthése

Page 51



Résultats et discussion

chitinase (facteur de stress) dans les feuilledjreinue la croissance foliaire et la teneur en
eau des feuilles (Banket al. 2006). Au niveau cellulaire, la toxicité peut saduire par une
fixation des métaux aux groupements thiols inhibainsi les activités enzymatiques, les
syntheses protéigues ou provoquant une carencesddssentiels par compétition (Assche et
Clijsters 1990).

L’inoculation du sol par les souches ET et E6 anperde remédier a cette toxicité, et nous
avons noté une augmentation du poids de la patierme de 345% pour la souche ET dans
un sol contaminé par 300mg/L du Cr(VI), et de 25@kur la souche EB6, alors que pour la
concentration de 400 mg/L, le poids a augmenté sde et 338% respectivement pour les
souches ET et E6, en comparaison avec le témoitraivé (T) (figure 13 (a)).

Pour la partie racinaire du trefle dans un sotammné par 400 mg/L, le poids a augmenté de
280 et 233% respectivement pour les souches E®,gRdis que dans un sol contaminé par
300 mg/L, le poids a augmenté de 388% pour la so&dhet de 194% pour la souche E6, en
comparaison avec le témoin non traité (T) (figugld)).

Des résultats comparables ont été obtenus poautedsol et I'haricot (hon montré).

D’apres les résultats, on constate que les souwmitgsermis une amélioration significative de
la croissance par rapport au témoin non traité d€)tel sorte que les plant ont montré une

croissance comparable a celle dans un sol nonroomégTB).

1.2. Cr(VI) soluble dans le sol

L'objectif de cette expérience est de montrer itdtité de la réduction du Cr(VI) par les
souches ET et E6, pour cela nous avons mesurédealatité du Cr(VI) aprés I'enlevement

des plantes des boites. Les résultats obtenupsesentés au dessus par (Tableau 3) :

Tableau 3 : Cr (VI) soluble dans le sol des boites de tréflede tournesol, contaminées par
300 mg/L du Cr (VI).

T E6 ET
Sol-Trefle 74,44 1,2 4,84
Sol-Tournesol 55 1,12 0,59

Effectivement, on note une diminution importante@h{VI1) soluble dans les sols traités par
les souches E5 et ET.
Ceci confirme les résultats obtenus précédemmeptigeant la croissance importante des

plantes cultivées sur sol traité par rapport aantals témoins. Toutefois, il faudrait prendre
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en considération que les plantes peuvent aussiilmoet a la réduction du Cr(VI) par d
mécanismesteprocessus différentLa plante est capable de mobiliser ou d'immobilies
métaux en changeant les conditions rhizosphérigaesa production d’exsudats racinair
par extrusion de protons, de phytosidérophores’acidis organiques (Wenzet al. 2009)

ou en agissant sur la microflore rhizosphéri

2. Microcosme en pots (soL serre)

Les résultats obtenugrécédemme, étaient élaborées dans des conditions axéniapre
boites de Petri. Nous avons alors entrepris les @asé@manipulations quuparavant mais dar
un sol non stérile et en cultivant les plantes smrge afin d’étudier le comportement de
souches dans des conditions environnement.

Les résultats obtenus sont présentés dans la fig.

(a) mPMEaér 300 mPMF aér 400 (b) BPMFrac 300 mPMFrac 400
0,2 - 0,12

0,1 -

= %" 0,08 -
5 € 0,06 -
Eo’l S 004 -
= * 002 -
0 - 0 -

B T ET £6 TB T ET E6
Traitement Traitement

Figure 14 : Effet detraitemen de sol contaminé par 300 et 408@/L du Cr (VI) pales
souches ET et E€ur le poids de matiére fraiche aérienne (PMF aér, et racinaire (PMF
rac) (b) du tréfle.

D’aprés ces graphes, les résultats confirment aaobenus précédemment, et montr
I'efficacité des souches a diminuer la toxicité @r(VIl) que ce soit dans des conditic

axénigues ou dans les conditions environnemen
Les résultats obtenus moent le potentiel d'utilisation de nos souches ddes projets d

phytoremédiation assistée de bioaugmente
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V. Lixiviation de sol

Nous avons réalisé des expériences de lixiviation eshb@néthode simple) et en color
(proche de la réalité) de sgbollués artificiellement au laboratc par le Cr(VI) seul ou par |
Cr(VI), le Cu et le Zn puis, traités par les sows E6 et ET.

1. Lixiviation en batch
1.1Par les cellules libres et immobilisée

Afin de déterminer les conditions optimales pobtenir une réduction maximale du Cr(\
dans le sol, un test par les cellules immobiliskess les billes d’alginate et les cellules lik
est effectué dans le but de comparer leur effiéa

Les résultats observés samésentés dans la figure.

—#— E6 immobilisées —@—EG |ibres —¢—ET immobilisées =—@=—ET libres

200 -+ 200 -+
__ 180 _. 180
= 160 = 160
o0 Lo
E 140 ,§__ 140
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@ 80 @ 80
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‘g" 40 ‘g" 40
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Figure 15: Répétition de la réduction de 100 mg/L du Cr(\dy fes cellules immobilisé
en batch par les souches E6 et ET.

Nous avons constaté que la réduction cpremiére concentration (100 mg/L) par la soL
E6 était réalisée avec un ordre cyclique de 24shpaur les deux premieres répétitions, |
il s’est changé en 2 jours pour les cellules imrisdes. Alors que pour les cellules libres
réduction s’'st cadencée avec un ordre cyclique de trois jqunéssaune période de heures.
Nous avons constaté aussi que la réduction deelaipre concentration (100 mg/L) pat
souche ET était réalisée avec un ordre cyclique2db réguliers pour les cellul
immobilisées. Alors que pour les cellules libres réduction s’est cadencée avec un o
cyclique de 24 heurs pour les trois premiéres itmés, puis ce cycle s’'incrémente d'u

journée pour les deux répétitions conseécut

Page 54



Résultats et discussion

D’aprés les résultats,noremarque que pour les deux souches E6 ¢ les cellules
immobilisées arrivet a diminuer la concentration Cr(VI) avec une durée plus coe que
celle observée par les cellules lib

Afin de controler les parametres de bioaugmentaties microoranismes dans le sol,
technique d’immobilisations des cellules a été tpme. Le but de cette techniq
d’immobilisation est de limiter les variations desditions physic-chimiques et biologique
dans I'environnement immédiat des microorganisnafin de favoriser I'adaptation de c
derniers a leur nouvel environnement, en réduisat@mps de latence, et ainsoptimiser la

bioaugmentation (MaElsas et Heijne, 1990).

1.2. Par lescellules libresen présence du Cr(VI), Cuetdu Z

Les sites pollés sont multi contaminés d’ou l'intérét de cettpéience dans laquelle no
avons suivi l'action des souches dans un sol sté&idntaminé par les trois méte
simultanément (Cr, Cu et Zia uneconcentration de 50 mg/L. Les résultats observés

présentés dans la figure 16.

(a) ET(Cr) E6(Cr) (b) —4—ET(Cr,Cu,Zn) —l—E6(Cr,Cu,Zn)

100 - 100 -
S 80 - S 80 -
E 3
ig 60 - _g 60 -
\E ‘$
= 40 - = 40 -
3 s
© 20 5 20 -

0 g
0o 72 96 O 72 96
Temps (jrs) Temps {jrs)

Figure 16 Réduction du Cr (VI) en batch par les souches ET et E6 en absence et en
présence de Cu et Zn.

En comparant les résultats entredeux milieux, on remarque qua présence des méta
(figure 16(b)) favorise la réduction du Cr(VI) ou nous avaidenu une réduction de 94%
98% respectivement pour les souches ET et E6. Ajoien absence des métaux nous a
obtenu une réductiotie 91% pour ET et 51% pour E

Le mécanisme dstimulation dela réduction du GWI) par d'autres métaux n'est gbien
élucidé La réaction de réduction Cr(VI) en Cr (lll) exige des donneurs d'électro

cependant, seloGuertin et & (2005), MA* agit comme donneur d'électrons dans ¢
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réaction. Sikander eBhahid (200) rapportent qe la fonction principale de ¢* est lié & la
protection dutransport d'électrons ou d'agir en tant que cenfoxydc-réduction et
d'électrons, dans certains cccomme une navette pour les électrons entre -unités

protéiques.
2. En colonne
L'étude du traitement du sol en faisant recoums t&¢hnique de lixiviation sur colonne de :

nous a permis d’évaluer I'effet des souches saotecentration du Cr(VI) dis les lixiviats de

sol en ctonne, contaminé par le Cr(VI) seul ou le Cr(VE Cu et le Zn (figure 1).
120 - mCrCuZn ECr

100 -
80
60 -

40 -

Cr({VI1) résiduel (%)

20 -

T ET E6

Traitement
Figure 17: Réductiordu Cr (VI) sur colonngar les souches ET et E6 en absen

en présence de Cu et Zn.

On remarqueue la souche ET a permis une réduction de 98%ésepce de Cr(VI), aloi
guen présence de Cu et Zn la réduction observée ssulement de 80%.
Pour la souche EB6, la réduction du Cr (VI) en absates métaux est de 80%en présence
des métaux est de 57%.dans le cas de lixiviatiooobonne, on a constaté que le render
en absence des métaux est plus important que Bi@@sIx sont préses.

En comparant, les résultats de la lixiviation sollonnes de sol avec la Ilviation en batch,
nous notons des différences qui seraient duesffati@u temp : 7 jours pour les colonne
contre 48 heures pour le batch. Ce qui aurait umesémuence sur la mobilisation
immobilisation des métaugui selon Crosnie(1999), est o processus a deux phases si

une exposition a long terme ou a court te

La réduction du Cr(VI) dans les lixiviats de ¢, serait due a une transformation du chr¢
hexavalent en chrome trivalent sous formeCr(OH). C’est un mécanisme potentiel

détoxification, et de contréle de la dispersionGiyDesjardin et al., 20(). La réduction de la
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concentration du Cr(VI) obtenu dans ce travail pamtiétre due aussi a une adsorptior
métal au niveau des cellules et/ou a une immohiisadu polluint au niveau des particul
du sol (Braud, 2007).

Ces résultats montrent le potentiel de réductiompa souches du Cr(VI) dans les lixiviats
sol ce qui contribuerait & grande echelle, a laicédn de la pollution au niveau de la na|

phréatique.

3. Traitement des effluent:

3.1. Evolution des parametres de pollutior

Les résultats dauivi de la cinétiqud’évolution du Cr(VI),de I'oxydabilité au permangane
de potassium, des orthamphates et des sulfates dans I'effluent prélevéaau de oue

Fes et enrichis en Cr(VI)pat représentés sur la figure.

b
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Figure 18: Cinétique d’évolution de la réduction du Cr ((a), d’orthophosphat(b),de
sulftes(c)et d’oxydabilite(d) dans I'effluent réel traité par les souches ETG.
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> Cr(Vl)
L’évolution du Cr(VI) dans l'effluent réel est démteée dans la figure 18(a). L'élimination
de ce métal par les deux souches étudiées, afi@jhtet 66,59%, respectivement pour les
souches ET et EG.
Nous avons remarqué d’aprés les résultats, quddas souches ET et E6 présentent des
pourcentage de réduction tres proche.

» Orthophosphates

L’évolution des orthophosphates de leffluent réelité par les souches ET et E6 est
présentée dans la figure 18 (b).
Aprés 72 h, la diminution des orthophosphatesrtteh,82%, pour la souche ET et 7,77%
pour E6 (Figure 18 (b)).
D’aprés les résultats I'élimination des orthoph@dph par la souche ET est le double de
celle obtenue par la souche E6 dans I'effluent.Damtravail similaire sur I'élimination des
orthophosphates p#zolla filiculoidesont montré gu’elle n'a pu avoir un abattemenaltot
des orthophosphates qu'au bout de 10 jours Be@@&l0). Toutefois, Il est difficile de faire
une comparaison en terme de performance, étantédgoil ne s’agit pas des mémes
organismes ni des mémes caracteristiques desraglue
L’élimination des orthophosphates par nos soucleg gtre expliquée principalement par
'assimilation par les micro-organismes en |'uilid comme source de phosphore pour
assurer la croissance cellulaire.

» Sulfates
La concentration des sulfates diminue de 93,493&9% au bout de 72h respectivement pour
les souches ET et E6 (Figure 18 (c)).
Les résultats montrent que I'élimination des seBateste importante par rapport aux autres
parametres de pollution. Des études similairesRzgesh et al (2010) ont obtenu une valeur
de 82,5% comme valeur maximum d’élimination dedfase$ par une bactérie sulfato-
réductrice en condition anaérobie ou le sulfate jleurdle d’accepteur d’électrons.
Dans notre cas, I'élimination des sulfates pewg éupliquée par la réduction anabolique des
sulfates en sulfures qui vont étre incorporés diamsomasse cellulaire au cours des réactions

de biosynthése pour assurer la croissance desargennismes.
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» Oxydabilité
L’évolution de I'oxydabilité dans I'effluent ré est démontrée dans la figure(d). pour les
souches
Nous avons noté uneduction de l'oxydabilité de .8 et 29,0% respectivement par |

souches ET et E6 apresh/@e traitemel.

3.2 Effet de I'effluent traité sur la croissance des plants
Dans le but détudier I'effet du traitement par Bsuches ET et E6 sur la toxicité
effluents, le trefle, est ttivée et arrosé par des effluents traités ou maites. Le test perm:

de compléter les paramétres analytiques et témodgnd’impact biologique global ¢

I'effluent.
0,25 - WPMFaér MPMFrac
0,2 -
E"O’lS .
[V
=
= 0,1 -
0,05
0 -
T.B T ET E6
Traitement

Figure 19: Effet de I'effluent traité par les souches et E6 et non traité (T) sur
longueur (a) et le poids (b) de la partie aériegtrracinaire du trefl

Au bout de 20 jourde poids de la ptie aérienne a augmenté de ®t@20% respectiveme
pour la souche ET et E6 (figure). Alors que pour la partie racina le poids a augmenté
440et 350,9% respectivement p les souches ET et E6 (figure 19).

Les résultats montrent queffluent rée (enrichi en chrome) nomaité a une toxicité v-a-
vis de tréfleen entrainant une réduction dans leissance et le poiddes racines de ceCette
toxicité serait due aux composés de I'effluent nsaigout a la présence du Cr(VI). En ef
plusieurs travaux ont montré I'effet délétere d\Dr sur la croissance des plantes (Hsi
Chou, 1992; Rout eal. 2000). Le traitement des effluents par les Besamicrobiennes
permis de diminuer la toxicité de I'effluent -a-vis de trefle et de stimuler les parametre:

croissance. Ces résultats seraient dus a la diimn de la concentration des différes
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polluants et surtout a la réduction du Cr(VI) pas bouches utilisées comme nous l'avons
montré précédemment.

Des résultats similaires ont été rapportés par &inet al,. (2010) qui ont montré une
stimulation de la germination des graines de vigaeun effluent industriel traité par une

souche réductrice du Cr(Wjogococcusp., en comparaison avec l'effluent non traité.
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Le présent travail représente la continuation dfunjet de recherche du laboratoire de
biotechnologie microbienne sur la bioremédiation adiuiome dans le sol et les effluents

pollués. Apres I'isolement des souches bactérieiitest ET, capables de réduire le chrome
hexavalent (Tahri et al, 2011), il était nécessaitapprofondir nos connaissances a propos
du fonctionnement de ces souches a travers I'éedka résistance bactérienne au métaux
lourds et la mise en évidence de la capacité de®ies isolées a détoxifier le Cr(VI) sous

différentes conditions environnementales et leysliegtion pour le traitement de sols et

d’effluents contaminés par les métaux lourds.

Dans ce sens, nous avons montré la multirésisiao®s souches, qui en plus du Cr(VI), sont
capables de résister aux Cr(lll), Cu(ll), Zn(Ni(l), Mn(ll) et Co(ll) avec des degrés de

tolérance variables selon la souche et le métal.

Les bactéries ont montré une réduction ainsi quenegssance optimale a des pH neutres a
alcalins avec des températures allant du 30 a 3&1@résence de glycérol pour la souche E6
et de fructose pour la souche ET comme donneulgaiféns. D’autre part, nous avons
constaté que les cellules immobilisées dans dessldlalginate arrivent a réduire le Cr(VI)

de facon plus importante que celle observée pardidges libres.

L’inoculation de sol contaminé artificillement parchrome dans des conditions axéniques et
environnementales par les souches ET et E6 a peleniesmédier a la toxicité de sol pollué
par le Cr(VI), ce qui a permis une améliorationngfigative de la croissance des plantes
traitées (trefle, tournesol et haricot) par rapgocelle des plantes non traitées, de telle sorte
gue les plantes ont montré une croissance compgagalidelle observée dans un sol non
contaminé. Ce résultat a été confirmé par le doshger(VI) soluble qui a donné une
diminution importante.

La lixiviation, en batch et sur colonne, de solteomné a montré que la concentration de
Cr(VI) dans les lixiviats des sols traités pardesiches étudiées est inférieure a celle dans les
lixiviats de sols non traités, ce qui contribueritéduire la biodisponibilité du Cr(VI) pour
les plantes.

Le traitement par ET et E6 d’effluents, prélevésaued Fes et enrichis en Cr(VI), a permis
de réduire les parameétres de pollution (sulfatomhospates, oxydabilité, Cr(VI)) de ces
effluents. L'épuration des effluents est confirnpgaa un test de toxicité sur des plantes de

trefle dont les résultats ont montré que les saichierobiennes ont permis de diminuer la
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toxicité des effluents vis-a-vis des plantes étesli@t de stimuler leur croissance, en
comparaison avec des plantes arrosées avec lesrgffinon traités.

Ainsi, nous avons montré la performance des souéhetées et leur potentiel d’utilisation
pour le traitement des effluents et des sols paarraeilleure gestion des ressources en eau et

en sol pour un environnement plus sain et un d@pelment durable.

En perspectives, il serait intéressant de :

v' Optimiser d’autres paramétres de réduction du Gr(VI
v Etudier les mécanismes de réduction du Cr(VI)

v Etudier la capacité de réduction du Cr(VI) en aohié&ise

v Etudier la capacité de détoxification

v Etudier I'effet des souches sur la lixiviation/imbilgsation des métaux lourds a
différents pH et dans différents types de sols.
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Annexes

» Le milieu Luria Bertoni (LB) liquide, de compositialans 1l d’eau distillée :

v' Peptone 10g
v" NaCl 10g
v Extrait de levure 59

v" Le pH est ajusté avec une solution de NaOH ou HCI.

> Le milieu minéral synthétique utilisé est couramimappelé au laboratoire M63
(Desjardin, 2002).

Sa composition est la suivante : 0, 0.1 M, (NH,).SO; 15 mM, FeSQ®@ 3.2 uM, MgSQO,
1.6 mM, thiamine 0.0001 % ; pajusté a 6.8 avec KOH 6 M.

Préparé de la maniéere suivante pour 1 litre :

v KHPO, 13,6 9;
v" (NHg)2SO, (solution a 20%) 10,0 mL ;
v' MgSQ, 7 H0 (solution a 20%) 1,0 mL;
v’ FeSO04, 7 H20 (solution 2a 0,1%) 1,0 mL;
v" KOH (solution a 130 g.L-1) 8,3mL;
v" Thiamine (solution a 0.05 %) 1,0 mL

v' Une source de carbone est ajoutée, le glucosé @pta une concentration
finale de 10 g/L.
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