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Introduction générale

Introduction générale

L’eau recouvre 70 % de la superficie du globe, ndpat 97 % de cette eau est salée,
non potable et inconvenable a lirrigation. L’eamude, ne représente que 3 % de la totalite.
Les rivieres et les lacs représentent 0,3 %, @oestout le reste est stocké dans les calottes
polaires glacieregHernandez, 2006)

Au vingt-et-unieme siecle, le besoin en eau esede\plus important que par le passé
en raison de l'urbanisation, de I'accroissementalgnaphique, de la consommation accrue de
'eau par l'agriculture, de la pollution industtgl ainsi que des effets des changements
climatiques(Paquerot, 2007)

Avec l'augmentation de la demande en eau, saisaiiiin est devenue une nécessité.
Ainsi I'épuration des eaux usées s'inscrit dans démarche de protection de notre

environnement et de la préservation de cette ressou

Le contrbéle de la quantité des phosphates dan®jets est devenu une clé importante
pour améliorer la qualité des écosystemes, carrésepce a des concentrations élevées,

affecte les ressources en eau douce, ainsi géetiigation des eaux usées.

Le phosphate est I'un des éléments constitutifeorajde toutes les cellules vivantes. I
se trouve dans l'environnement sous diverses formiesest naturellement présent dans
certaines roches (ignées ou sédimentaires), st ihtroduit dans les écosystémes aquatiques
par le lessivage de ces derniers par les procesatigsels d'érosion qui conduit a sa
solubilisation(Boukemara, 2009 ; Stednick, 1991)

Cependant, la présence des phosphates a des catioaest élevées provoque
I'eutrophisation, menant a un déséquilibre biologiglu milieu par la prolifération excessive
des algues et des plantes aquatiques. Cette détiémp de la qualité environnementale
aquatique est néfaste pour la faune, et peut aptraies pertes d’usage de ces eaux, pour
I'étre humain(Poulin, 2005)

La méthode d’élimination des phosphates des eaégsuls plus couramment utilisée
est la déphosphatation physico-chimique ; qui ctesa utiliser des sels métalliques pour
faire précipiter le phosphate. Cependant les cmip®rtants associés a I'ajout des réactifs
chimiques, ainsi que les investissements inhéramtis;limité son usage a grande échelle
(Laridi, 2006)

Actuellement, les procédés biologiques semblemt Ieé8 plus compétitifs et les mieux

adaptés au traitement du phosphate présent daeaugrsisées.
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Introduction générale

Ce présent travail entre essentiellement dansdescd’un projet PNR qui porte sur

I'élaboration de nouveaux capteurs appliqués autr@len et a l'analyse des polluants

chimiques de I'eau.

Cette recherche a pour objectif global de rédwreHosphate des eaux usées par des
procédés biologiques. Elle s'intéresse plus spgEient a I'étude des cinétiques biologiques
de I'élimination du phosphate par une culture mkéeboue activée prélevée dans la station
d’épuration des eaux usées de la Ville de Khenclagtgi qu’'a I'isolement et I'identification

des souches dominantes impliquées dans I'accuronldti phosphate.

On s’est intéressé aussi a I'étude et a la comgraraile la capacité des différentes souches

isolées a éliminer le phosphate.

Le but ultime de ce travail est d'optimiaam modéle simple des cinétigues biologiques de
biodéphosphatation a l'aide de réacteurs en bafichge prévoir de nouveaux capteurs a base
de bactéries sélectives, pour la détection despblabss dans les eaux qui dépassent les

normes.

Le présent manuscrit s'articule en cing chapitres:

* Un premier chapitre est réservé a la descriptienpth®sphates dans I'environnement.
leurs formes, leurs sources, et leurs effets ssatde humaine et sur I'environnement.

* Un second chapitre regroupe touts les procédésnifgtion des phosphates.

* Un troisieme chapitre illustre I'élimination desgdphates par procédé biologique.

* Un quatrieme chapitre décrit le matériel et lestquoles expérimentaux utilisés pour
la réalisation de cette étude.

* Un cinquieme chapitre rassemble les résultatssetidsion.

» Enfin, une conclusion et les perspectives esqusséartir des résultats.
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1. Le phosphore dans I'environnement

Le phosphore est un élément rare dans I'environnernaurel (< 0.1% en masse de la
composition élémentaire de la lithosphére, maigm@ade importance écologiqEourriot
and Meybeck, 1995])I constitue en effet un des composants esserdiella matiére vivante
dans laquelle il se rencontre a un taux relativanéégvé. Il intervient indispensablement a
I'édification des nucléotides, des acides nucl&@guies phospholipides des membranes
cellulaires, et des enzyméisevéque, 1996)Il joue un réle clé dans le transfert d’énergie
(ATP, ADP, et AMP). Sa rareté dans I'écosystemes saftuence humaine en fait un élément

trés convoité entrainant une forte compétitieamade, 1998)

L’intérét écologique du phosphore, vient d’'une paet son réle majeur dans les
métabolismes biologiques et d’autre part de sestgéas relativement faibles disponibles
dans les systemes aquatiques. En comparaison aamtitgs importantes des autres
constituants nutritionnels et structurels (carbohgdrogéne, azote, oxygeéne, soufre), le
phosphore est le moins abondant et celui qui géameant limite la productivité algale et par

conséquent I'eutrophisation du milieu aquatigestzel, 2001)
2. Cycle du phosphore

Le cycle du phosphore est unique parmi les cyclegélochimiques majeurs en ce
sens qu’il ne posséede pas de phase gazeuse, ds emoguantité significative_emercier et
al., 2003) de sorte qu'il est exclusivement sédimentéiieémery, 2003) car il s’effectue
principalement entre les océans et les contingmtsiercier etl., 2003)

Le cycle du phosphore (Figurel) fait intervenir désctions de minéralisation,

d’assimilation de solubilisation, et d’adsorption.
2.1. Minéralisation

La matiere organique morte est alors prise en ehpag une large gamme de micro-
organismes décomposeurs. Cela inclus des bac{@®aasllus subtilis, Arthrobacte)t des
actinomycetegStreptomycéset méme des champignon&spergillus, Penicillium)Bitton,
2005) qui part le jeu enzymatique minéralisent le phose organique particulaire et dissous
en ions orthophosphatéslémery, 2003) Ces réactions sont rendues possible par I'action
principale des phosphatases ; enzymes extracedislaissociées aux algues et bactéries et
présentent librement dans le milieu. Les phospkataatalysent le clivage hydrolytique des
esters phosphoriques. En fonction du pH et de detivité optimale, elles sont classées en
phosphatase alcaline (pH>7), phosphoamidase (5<pHet6 phosphatase acide (pH<6)
(Madigou, 2005)
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2.2. Assimilation

Les processus d’assimilation englobent I'absorptien I'utilisation des formes
inorganiques dissoutes (orthophosphates) par ledupteurs primaires (phytoplanctons,
algues benthiques, macrophytes) qui représententinaipale source de matiére organique
autochtong([Némery, 2003)et aussi par les bactéries qui stockent les onibsghates sous
forme de polyphosphate dans des granules métachguas spécifiques appelées ‘volutines’
(Serafim etal., 2002) L'assimilation se fait essentiellement par diffusia@les ions
orthophosphates (seule forme disponible) au traslessmembranes cytoplasmiques pour les
algues et les bactéri¢sabroue etal., 1995)et par tous les organes (racines et pousses) pour
les macrophytegRobach etl., 1995) Selon la logique de la chaine alimentaire, |atioa
organique du phosphore évolue ensuite vers lesnsimgas d’ordre trophique supérieur
(Némery, 2003)

Trois facteurs contrélent cette activité : la tenapdre, la concentration en

orthophosphates et I'intensité lumineuse utilisgddar la photosynthes&ladigou, 2005)
2.3. Solubilisation

La regénération du phosphore a partir des sédimsetdait par mobilisation
biologique ou physicochimiqu®uazzani, 1997)

Le taux de relargage du phosphore du sédimenhestsement lié a 'oxygénation de
ce dernier, lequel résulte de lintensité de I\atéi photosynthétique algale a sa surface
(Carlon et Wetzel, 1988)La baisse de la concentration d'oxygéne peutuémiter les
conditions d’oxydo-réduction au niveau des sédimentfavorise le relargage du phosphore

inorganique particulaire (PIP) lié aux catighsemery, 2003)

La solubilisation du phosphore par certains miggaarsmes, incluant des bactéries,
des champignons et des algues, a partir des fquarésulaires inorganiques, peut s’effectuer
de différentes facon®ehl etal., 2001)

Elle peut étre réalisée par de nombreux acideshayges (acide citrique, succinique,
malique, oxalique...), produits par des bactéries dyenre Pseudomonas
Acinetobacter..,capables d’extraire le phosphore dit ‘assimilable séquestrant les cations
métalliques intervenant dans I'adsorption du phosplivasquez etl., 2000)ou par acides
inorganiques produits par certains microorganisswame Nitrosomonasou Thiobacillus
les acides ainsi produits vont faire baisser ledoHmilieu et ainsi dissoudre les phosphates
naturels, réalisant en quelque sorte une fabricdtiologique du phosphatelarsian et Patel,
2000)
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2.4. Adsorption

L’adsorption du phosphore en solution est la consgge de réactions physiques et
chimiques. Les paramétres controlant la propodi®phosphore échangeable et les équilibres
entre les phases dissoutes et particulaires sonbmuses et variées : magnésium, calcium,

fer, matiére organique, température, potentielxedopH(Madigou, 2005)

Une augmentation de température amplifie I'activiiélogique de minéralisation
consommatrice d'oxygene. Cette baisse d'oxygénessdale potentiel redox et peut
occasionner une libération d’orthophosphates liéfea. Par ailleurs I'augmentation de la
température accroit également les vitesses d'atisorges orthophosphates sur les argiles,

les hydro-complexes ferriques et la cal¢iteoutin etal., 1993)

Par ailleurs la baisse du @@duite par la photosynthése peut également comdui
une augmentation du pH favorisant le relargageiates orthophosphates liés au Fer. Alors
gu’'a bas pH, ces ions sont adsorbés tandis queelegle calcium sont dissous conduisant a
leur relargagéNeémery, 2003)Un relargage des ions orthophosphates liés ais'6pere a
bas potentiel redox (< 200 mV) provoqué par la céda du F&" en Fé* (Mesnage et Picot,
1995)
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Figure 1. Le cycle du phosphate dans les miliewaaquegGaultier, 1994)
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3. Les phosphates

Dans la nature, le phosphore (P) est généralemésemt sous forme de phosphates en
raison de sa forte réactivit&hafie, 2009) Les phosphates sont les formes minérales de
phosphore, formés & partir des ions;P0ls sont généralement peu solubles dans I'eaus al
que les formes hydrogénéesPd et HPQ? sont beaucoup plus solublé§hocat et
Eurydice 92, 1997)

3.1. Formes de phosphates

Dans I'environnement le phosphore est présent difiésentes formes (figure 2). On
les classifie en deux principales catégories : h@sphore total dissous (PTD) et le phosphore

particulaire (PPjLemercier etl., 2003)
3.1.1. Phosphore total dissous

Le PTD regroupe le phosphore inorganique dissouspfmsphore réactif soluble;
PRS) et le phosphore organique dissous (ou phosphon réactif solublejMcmeekin,
2009)

3.1.1.1. Phosphore inorganique dissous

Il comprend les formes minérales d’ions orthophasgh (ions mono-orthophosphates
HPO,” et di-orthophosphates,PQ;*); qui sont des sels minéraux de I'acide phosphieriq
(HsPOy) (Banas et Lata, 2006 ; Nemery, 200&@jnsi que les polyphosphates, qui
correspondent & des molécules plus complexes dgppates minéraux, qu'on peut trouver
sous forme linéaire (pyrophosphates) ou cycliquetéphosphatesjRejesk, 2002) lls
proviennent pour une grande majorité des détergamtthétiques utilisés dans les lessives
(Asmlal, 1996) Les polyphosphates sont en réalité des composgsdnistables qui sont tres

rapidement hydrolysés en orthophosphates dansiliesixnraquatiquesCarbiener, 1990)
3.1.1.2. Phosphore organique dissous

Les phosphates organiques, qui correspondent anu#écules de phosphates
associées a des molécules a bases carbonéesn smniriétat intermédiaire dans le processus

de minéralisation du phosphore organique partice(&anas et Lata, 2006)
3.1.2. Phosphore total particulaire

Le phosphore total particulaire, regroupe toutesfdemes de phosphore combinées a
des composés minéraux ou a de la matiere organgpie,adsorbées a la surface des

particules(Nemery, 2003)



Chapitre | Généralités sur le phosphore

3.1.2.1. Phosphore inorganique particulaire

La fraction inorganique particulaire (PIP) est uaupplus complexe. La vision
classique consiste a les diviser en deux compantsnée phosphore inorganique apatitique
(PIA) et le phosphore inorganique non apatitiqu&lf (Lemercier etl., 2003)

Le phosphore inorganique apatitique est le phogphérau calcium sous forme de
sels cristallisés, plus particulierement aux flagatites et les hydroxyapatites, qui comptent
parmi les formes les moins solubl@éemery, 2003) Tant dis que le phosphore inorganique
non apatitique désigne le phosphore complexé a(Steengite) ou a I'aluminium (Variscite)
et le phosphore adsorbé a la surface des parti@ddsonate de calcium, hydroxydes de fer et

d’aluminium, argile, matiére organiqugjobert, 1996)
3.1.2.2. Phosphore organique particulaire

La fraction organique particulaire (POP) est repnéSe par I'ensemble des phosphates
de la matiére organique animale et végétale, vivanten voie de dégradation (nucléotides,
ADN, phospholipides membranaires, ATP, enzynigsdigou, 2005)

Cette fraction peut représenter une part importdotd®P (50 % observés dans des

sédiments de rivieres en zone agricOl&)rioz etal., 1998)

Phosphore total
PT

l l

Phosphore particulaire Phosphore dissous
PTP PTD

l l l '

[ Phosphore inorganique ] [ Phosphore organique ] [Phnsphure inorganique ] [ Phosphore organique ]

o

[ Orthophosphate ] [Pul}'phusphates ]

Figure 2. Les différentes formes de phosph{Resiier etal., 2009)
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3.2. Sources de phosphore dans les eaux usées

Le phosphore, dans les eaux usées, provient deBetdédiumains, des eaux

domestiques, des déchets organiques et des détepemlal, 1996)
3.2.1. Métabolisme humain

L'urine et les feces excrétées par les animawegthbmmes constituent également
une source de phosphore. Un homme excrete entr@ § de phosphore par jo(ipernat et
al., 1995) La part de ces rejets humains ne représente @ue 5 % du phosphore total,
(entre 5 et 20 mg:t) (Rodier etal., 2009)

3.2.2. Détergents

L’'usage des polyphosphates comme additifs dankegssves textiles et les produits
pour lave-vaisselle constitue une grande souramdamination des eaux par les phosphates.
Elles sont a I'origine de 50 a 70 % du phosphot& (€ T) des eaux uséésejesk, 2002)

3.2.3. Rejets domestiques

Les rejets d'eaux domestiques constituent genémlenta principale source de
pollution des eaux par les phosphat@sinas et Lata, 2006)Elles ont des teneurs en
phosphore total généralement comprises entre 28 etg.L'* (Guivarch, 2001)

3.2.4. Rejets industriels

Les effluents d’industries agro-alimentaires, ditdies, de laveries industrielles,
d’industries de traitement de surface et d’'indestghimiques spécialisées peuvent générer du
phosphore(Deronzier et Choubert, 2004La teneur en phosphore des eaux résiduaires
industrielles est de I'ordre de 10 & 100 migdu phosphore totgKellil et Bensafia, 2003 ;
Menanteau, 1990)

3.3. Effets des phosphates

Le phosphore est I'élément le plus important a iclEmer pour évaluer la qualité de
'eau d’'un écosystéme aquatique. Un accroissemert concentration de phosphore est
accompagné par une augmentation de la biomasstal@gt de la turbidité de I'eau, laquelle
peut réduire la transparen¢8gndergaard eal., 2003) ainsi que d'autres changements
biologiques souvent indésirables tels que des @magts dans les especes présdiitedds,
2006)
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3.3.1. Effets connus sur la santé humaine

Autre qu'a I'état pur, le phosphore n'est pas déndidirectement toxique pour les
étres humains et les animaux; il I'est par contdiréctement lorsque sa surabondance
accélere la croissance d'algues et des cyanolet€arpenter etl., 1998 ; Wiegand et
Pflugmacher, 2005)

3.3.1.1. Effets des algues sur la santé

Les algues produisent des métabolites organiquepegivent entrainer sérieusement
des problemes de saveur et d'odeur; ou parfoisaxigté des eauxAsmlal, 1996) En plus,
ces métabolite réagissent avec le chlore pour m®des trihalométhanes (THM) qui sont

connus étre cancérigené8oorman, 1999; Mills eal., 1998)
3.3.1.2. Effets des cyanobactéries sur la santé

Les cyanobactéries peuvent produire des toxinesnpetlement nuisibles a la santé
des usagers des milieux aquatiquikmeekin, 2009) Les trois principales catégories de
toxines sont les hépatotoxines, les neurotoxirtdeseendotoxines du type lipopolysaccharide
qui provoquent des problemes irritants et allergehes lipopolysaccharides seraient présents
chez toutes les espéces de cyanobactéries. Tajtetailement certaines d’entre elles sont
associées a un potentiel toxique par des hépat@®xou des neurotoxing§horus et
Bartram, 1999)

Un cas des plus majeurs a eu lieu au Brésil, ou ddilents sont atteints d’'une
insuffisance hépatique sévere et 50 sont morte auiine hémodialyse effectuée avec de I'eau

contenant des toxines de cyanobactérleshimsen edl., 1998)

Des effets d’exposition a long terme sont égalerdergdouter. Comme c’est le cas,
lors de I'épidémie de cancer du foie en Chine (danglle de Haimen et dans la région de
Naihui) qui a été attribuée a I'exposition chroeiqie la population a des toxines de la

cyanobactérieMycrocystis aeruginosgJeno efal., 1996)
3.3.2. Effets connus sur 'environnement

Bien qu'essentiel a la survie de nombreux orgarssioe phosphore peut également
devenir une menace pour les milieux aquatigifesnlal, 1996) Des teneurs dans l'eau

supérieures a 0,5 mgldoivent constituer un indice de pollutiGRodier etal., 2009)
3.3.2.1. Eutrophisation

En effet, on considére le phosphore comme le maiciesponsable du processus

d’eutrophisation qui conduit a une augmentatiodadeiomasse algal@.acaze, 1996)Cette
9
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derniere provoque une turbidité et une écume aifface de I'eau. D'autre part, les algues
favorisent la formation de zones ou se formentrdasrophytes enracinés, impliquant ainsi

une diminution du volume occupé par l'eau danscosyésteme aquatiquésmial, 1996)

Une fois mortes, les algues tapissent le fond desdées d'eau conduisant a une
désoxygénation provoqué par la décomposition de cenatiere organique algapar des
bactéries aérobies et a une respiration de la fain&a flore aquatique qui diminue
éventuellement I'oxygéne dissous menacant aingelaquatiquéDodds, 2006 ; Dorit edl.,
1991)

3.3.2.2. Bloom de cyanobactéries (Fleurs d’eau dgamobactéries)

Les cyanobactéries font partie de la communautéoplgnctonique de plusieurs
milieux aquatique$Vasconcelos, 2006Elles deviennent problématiques si leurs popaati
s’accroissent de facon démesurée provoquant cenqappelle fleurs d’eau (blooniBlais,
2002a)

La prolifération de cyanobactéries est favorisée yree interaction complexe entre
plusieurs facteurs, dont la concentration élevéphdesphore et d’azote, I'ensoleillement, la
température élevée, le pH, la disponibilité de cag) le faible courant ou les eaux stagnantes
(Duy et al., 2000) Cependant, le phosphore demeure un élément ripertant a leur
croissance. Elles sont d’ailleurs capables deoekst dans leur cellule; cela leur permet de se
multiplier efficacement et d’augmenter leur biosgsd’au moins 10 foi€Chorus et Bartram,
1999)

Par ailleurs, une étude effectuée sur 13 lacs @ertd au Canada a révelé que le
phosphore était le facteur du milieu qui présemdadorrélation la plus forte avec la biomasse
de Microcystis aeruginosaune espéce de cyanobactéfiestak etal., 2000)

Les blooms de cyanobactéries forment alors unemécwolorée et parfois
nauséabonde conduisant a l'altération du milieuatique. Seulement certaines especes de
cyanobactéries produisent des toxines. Touteforsgu’elles sont dominantes dans un plan
d'eau, les espéces ne produisant pas de toxinestmgnde méme considérées comme
nuisibles car elles affectent la qualité de I'€alais, 2002b) Au pic de leur production, elles
causent une réduction de l'oxygéne disponible namalg survie des especes présentes
(Ploug, 2008; Wiegand et Pflugmacher, 2005)

De plus, la santé des animaux sauvages vivanteshagsin-versant peut également
étre compromise. Lorsque ceux-ci s'abreuvent, liamdation des toxines dans leurs

organismes entraine leurs I'empoisonneniieiizfeld etal., 2000)

10
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1. Méthodes de déphosphatation

L’élimination du phosphate peut étre réalisée patraitement physico-chimique soit
par traitement biologique, ou encore par combimades deux procédés.
1.1. Déphosphatation physico-chimique

Le traitement du phosphore par voie physico-chimigquonsiste a précipiter le
phosphate dissous sous forme de composé insdlubieli, 2006) par adjonction de sel de
fer, aluminium, ou calcium, ainsi les composés fsmeuvent étre facilement éliminés par
décantation ou flottatioBossche, 1999; Strom, 2006)

1.1.1. Etapes du traitement physico-chimique
1.1.1.1. Précipitation

Lors de la précipitation, le phosphore dissous,ngpalement sous forme
d’'orthophosphates, est converti en complexes hyngétalligues de faible solubilité par
I'addition d’un sel métallique, généralement de tEaluminium ou de calcium. Le précipité
ainsi formé se retrouve sous forme de particuleslidmeétre inférieur & im, c’est-a-dire

sous forme de colloid@ oulin, 2005)
1.1.1.2. Adsorption

Les especes phosphorées dissoutes s’adsorbeessaurfaces de complexes hydroxo

métalliques, qui viennent de précipitéflali-Meknassi, 2003)
1.1.1.3. Floculation

Il y'aura formation des particules plus grossescd) a partir de la matiére colloidale
finement dispersée afin d’en facilité la séparatpar décantation, flottation ou filtration
(Henze etl., 1997)

Ces trois mécanismes ont lieu simultanément, ceegpiique les rendements élevés
de déphosphatation atteints par les procédés denment physico-chimiqueferonzier et
Choubert, 2004)

1.1.2. Mécanismes réactionnels de la déphosphatatiohimique
1.1.2.1. Précipitation du phosphatepar le fer

Les sels de fer sont communément utilisés danseleigitation du phosphate présent
dans les eaux usées municipales Bashan et Bashan, 200es formes sous lesquelles le

fer peut étre ajouté sont variées: sulfates ferretuferrique, chlorures ferreux et ferrique

11



Chapitre |l Procédéslai@nation des phosphates

(Laurent etal., 1994) La réaction entre le chlorure ferrique et le giage donne naissance

au phosphate ferrique selon la formule suivante:

FeCa+ PC,¥ — FeP(, V+3Cl

L’inconvénient de la précipitation par les selsfele est une production importante de
boues, et I'utilisation d’'une quantité élevée endeur atteindre un rapport molaire>Fe
PO,> de 1:1. Ce ratio molaire entraine un ratio de ¥ @ de 1.8:1 tandis que le ratio
massique Fe@l P est de 5.2: 1. Cette méthode engendre alorsaidgs importants pour une

utilisation a grande échel(€ilali-Meknassi, 2003)
1.1.2.2. Précipitation duphosphate par I'aluminium

Les sels d’aluminium les plus utilisés pour la ppi#ation du phosphate sont le
sulfate d’aluminium AI(SQOy)s, I'hydroxyde d’aluminium Al(OHj etl'aluminate de sodium
(N&Al,O4) (Morales efal., 1991)

Les ions d'aluminium sont combinés avec des ionphdsphate pour former du phosphate

d'aluminium selon la réaction suivante:

Al + PCE — AIPC, ¥

1.1.2.3. Précipitation du phosphatepar le calcium

Le calcium est habituellement ajouté sous formeladaix Ca(OHk) (Poulin, 2005)qui
réagit d’abord avec le bicarbonate présent daas,ljgour précipiter en carbonate de calcium
(CaCQ). Alors que le pH de I'eau a traiter augmente, itess de calcium excédentaires
réagissent avec les phosphates pour précipiter yenoxyapatite, CZDH(PQ,); (Prepas,
2001)

La réaction de précipitation du phosphate pahkug est présentée par I'équation suivante

5C2* 3PC,3+ OH—— Cas(PCy)s(OH) ¥

En raison de la réaction avec le bicarbonate dmi)'éa quantité de chaux nécessaire
est généralement indépendante de la quantité deppate présent et dépend principalement
de l'alcalinité (Sincero et Sincero, 2002De se fait la quantité de chaux requise pour la
précipitation du phosphate dans les eaux uséekedstt a 1,5 fois I'alcalinité totale exprimée
en CaCQ (Filali-Meknassi, 2003)
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1.1.3. Techniques de déphosphatation physico-chinig

De multiples configurations d'addition de prodditrgique ont été testées et utilisées
(figure 3)(De Haas eal., 2000a; Metcalf et Eddy, 199I; Rybicki, 1997)

1.1.3.1. Précipitation directe

La précipitation directe du phosphate ne nécegsitede traitement biologique en
aval; ce traitement est essentiellement appliguéndude tres fortes concentrations en
phosphate sont visées. La précipitation est appiicaprés le premier bassin de décantation
(Filali-Meknassi, 2003)

1.1.3.2. Pré-précipitation

La pré-précipitation appelée aussi précipitationmpire précede le traitement
biologique. L'ajout des sels est suivi d'un mélanggureux, d'une floculation et d'une
décantatioriNarasiah eal., 1991)

La précipitation primaire permet d'atteindre unenaentration de 1 mgt de
Phosphore dans l'effluent, mais conduit & la foramatd’'un volume de boue important
(Bowker et Stensel, 1990)

1.1.3.3. Précipitation simultanée

La précipitation simultanée consiste a ajouter sids dans un méme bassin de boue

activée d’'une station d’épuration biologiglize Haase edl., 2000b; Maurer et Boller, 1999)

Cependant, l'ajout des réactifs chimiques inhibertai®s microorganismes
responsables de I'élimination des polluafitgbicki, 1997)et peut méme inhiber le procedé
de déphosphatation biologique en limitant 'hydsalydes polyphosphatésiorse etal.,
1998)

1.1.3.4. Post-précipitation

Dans le cas de la post-précipitation (précipitatentiaire) les produits chimiques sont
ajoutés en aval du traitement biologique et pléisement apres le deuxieme clarificateur
(Rybicki, 1997) Les performances épuratoires sont ameélioréessenil’eaux de phosphore

peuvent étre inférieurs & 0,5 mg.[Daumer, 2007)

Cependant, les colts d’investissement et de famutiment sont élevés et requiert des
installations supplémentaires pour l'ajout et Idamge de produits chimiquéBe Haase et
al., 2000a)
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1.2. Déphosphatation biologique

L'enléevement biologique du phosphore semble offrirpotentiel considérable pour
contrer les inconvénients que présentent les péscédimiques. Ainsi, un systéme de boues
activées avec une sequence d'une zone anaérobie dwine zone aérobie peut induire le
développement de boues contenant 2 a 3 fois pkisegeontenu en phosphore des boues d'un

systeme conventionnélTetreault etl., 1986)

Cependant, les stations d'épuration pratiquant eéhmination biologique du
phosphore peuvent atteindre des efficacités d'eniémt du phosphate de 80 a 90 % et

pouvant produire parfois un effluent contenant mala 1 mg Pt (Asmlal, 1996)

biologique Effluent

Bones en exces

Bones primaires

L 3

La pré-précipitation

U O

| Ajout de réadif !
[

-
—-——l

F=actens
kiologigus

Effluent

Baounss primedres

Boues phosphatss

La précipitation simultanse

| Ajout de réacif !

L e — f———

Bezotens
bkioloziguns

Effluent

Boues phosphates

Bounss primaies » DBOUWES BN &0

La post-précipitation

Figure 3. Les différents types de traitement physicimique du phosphatédaumer, 2007)
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1.2.1. Procédés d’élimination dyphosphate par voie biologique
1.2.1.1. Procedé A/O

Le procédé A/O (Anaerobic/Oxic sequence)été initialement développé pour
I'élimination du phosphatéRybicki, 1997) La configuration la plus simple du processus
consiste en un réacteur anaérobie divisé en tamspartiments suivi d’'un bassin aérobie

divisé aussi en trois compartiments ou plus (figirda boue sera par la suite recyclée vers le

: @b Effluent
e

» Douesen exces

bassin d’anaérobiog®lorales etal., 1991)

f=1

Stage Anaéxjéobie Sti&ge Aéro

4

Boue deretour

Figure 4. Le procédé A/Qrae, 1993)

1.2.1.2. Procédé Bardenpho

Le procédé Bardenpho "Barnard denitrification plmsps removal” (figure 5) a été
concu par James Barnard en Afrique du Stithi{-Meknassi, 2003)Ce processugpermet
aussi d’accomplir I'élimination biologique des attes, a coté de I'élimination du phosphate
(Bitton, 2005) Il comporte deux zones d’anoxies, et deux zon&®bges, suivit d'un
clarificateur, et enfin une zone aérobie de réatitm(Tae, 1993)

Boues Mixtes

— Zone Zone Zone Zone Clarificateur F
Anoxie | | Aérobie Anoxie Aérobie O—‘ Effluent

Boues de retour

Figure 5. Le procédé Bardenpfititton, 2005)
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1.2.1.3. Procédé Phoredox

Ce procédé reprend le schéma Bardenpho, c’eseatdie succession de quatre
bassins (anoxie, aérobie, anoxie, et aérobie)ieajdutant une zone anaérobie en téte (figure
6). Dans le bassin anaérobie sont introduits |leaie et les boues issues du clarificateur. La
liqueur mixte venant du bassin d’aération est riggydans la zone d’anoxig.aurent etal.,
1994)

Boues Mixtes Boues Mixtes
\ L
Zone Zone Zone Zone Zone Clarificateur | &
Anaérobie “i Anoxie || Adrobie Anowie Acrobie Effhuent

Boues de retour

Figure 6. Le procédé Phoredtkae, 1993)

1.2.1.4. Procédé Phoredox modifié

Ce processus appelé aussi procédé UCT (UniversiGape Town), comprend trois
bassins (anaérobie, anoxie, et aérobie), suivi bassin de clarification fingBitton, 2005)
La boue sera recyclée dans la zone d’anoxie etpasnen zone anaérobie (figure 7), pour
minimiser le recyclage du nitrate afin d'avoir desditions anaérobies dans le réservoir
d’anaérobioséTae, 1993)

Boues Mixtes

4 ]

Zone Zone > Zone o Clarificatenr | —»
Anaérobie Anoxie Aérobie Effluent

Boue de retour Boues en excés

Figure 7. Le procédé Phoredox modifigehmen, 2007)
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1.2.1.5. Procédé Phostrip

Le processus de Phostrip est le premier proces®isnidation biologique du
phosphate développé par Levin en 1975 (figure &stQin processus qui a été congu pour
I'enlevement du phosphate par voie biologique ab&si que par moyen chimigyeevin et
al., 1975; Tetreault edl., 1986)

Aprés accumulation du phosphate dans les bouessaaundu bassin d’aération, une
partie de la boue décantée dans un clarificatengérgéement 10 a 30%, sera introduite dans
un réacteur anaérobie fonctionnant comme un épa@si gravitaire pendant 5 a 20 h
(Rybicki, 1997) Lors de I'épaississement, la boue consomme toxydene dissous et le
relargage du phosphate s’opéieaurent etal., 1994) La boue épaissie est renvoyée en
aération ou elle recommencera a stocker du phosphanhdis que le surnageant de
I'épaississement contenant une forte concentrateophosphate subira une déphosphatation
chimique(Meinhold, 2001)

——* Bassin d’aérobiose Clarificateur |——» Effluent
————

Boues de retour

£ 3 Boues en exces

Boues destiné pour une
Boues de retour

riche en phosphore m déphosphatation
Reactewr

Sumageant nichs
e phosphore
Surmageant _ |
/E‘;n'—ﬁcateur Déphosphatation
chimique

Boues physico-chimiques

Figure 8. Le procédé Phost(ipitton, 2005)
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1.2.1.6. Réacteur biologigue séquentiel (SBR)

Le SBR est un systeme de boue activée pour leernaitt des eaux usées. Sa
particularité réside dans le fait que la décantati@ération et la clarification se déroulent

dans une cuve uniqueéringer eal., 2004)

Le cycle d'un SBR se compose de cing étapes:

Le remplissage, les réactions, la décantationsolgtirage et le repos (figure 9ilali-
Meknassi, 2003; Surampalli @k, 1997)

-Le remplissage correspond a I'apport de I'eau. usée

-Les réactions consistent en des phases de traitgrae anoxies, anaérobies et/ou aérobies,
dont les successions et les durées varient enidonat traitement requis.

-La décantation permet a la boue d'étre séparéeffiigent traité.

-Le soutirage est la décharge de Il'effluent tretitde la boue.

-Le repos est une phase de latence entre deuxsdelaps apres le soutirage et le nouveau
remplissage du réacteur) elle permet de maintanibidmasse active en attente du nouveau
remplissagélLu, 2008; Surampalli &il., 2004)

Eaux usées n

=

Remplissage Anaérobiose

Effluent

Cycle

Soutirage Aeérobiose

Décantation

Figure 9. Le cycle de fonctionnement d’un réactaalogique séquenti€Ong etal., 2010)
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Chapitre Il Eliminatiobiologigue des phosphates

1. Mécanisme biologique d’élimination des phosphase

L'élimination biologique du phosphate des eaux sigs basée sur deux mécanismes
microbiens, le couplage stoechiométrique a la sapise microbienne et le processus

d’élimination biologique amélioré du phosphéténo etal., 1998)
1.1. Assimilation

Une partie des phosphates des eaux usées estlésguai une biomasse algale et
bactérienne afin de subvenir a ses besoins mégaiesli minimaux(Meinhold, 2001)
Traditionnellement, cela a été réalisé grace a lEssins de traitement contenant des
planctons, des algues attachées, des plantes refgaciou méme des plantes flottantes par
exempleEichhornia, Lemnacea@wuah etal., 2004)

En raison de lefficacité relativement basse démiigation du phosphate par

I'assimilation naturelle, une autre approche adétéeloppééDe Bashan et Bashan, 2004)
1.2. Enlevement biologique amélioré du phospha{&BAP)

La déphosphatation biologique est basée sur lacitépe certains micro-organismes
a accumuler le phosphore au-dela de leur besoiabokgue. Ce métabolisme est connu sous
le nom d’EBPR de l'anglais « Enhanced Biologicabsithate Removal ». La quantité de
phosphate immobilisée dans les cellules est jusqirigt fois supérieure a celle d'une
biomasse de boues activées classiques et peundatted,38 mg P.gMV$ (Wentzel et
Ekama, 1997)

Le mécanisme de suraccumulation nécessite de neethiomasse alternativement en

phases anaérobies puis aérobissmeau, 1990 ; Laridi, 2006)

En condition anaérobie, les bactéries déphosplestesunt capables de stocker les
composés organigues simples des eaux usées telegjaeides gras volatils (AGV) sous
formes de polyhydroxyalcanoates (PHA). L'énergieessaire a cette transformation est
fournie par I'hydrolyse des polyphosphates intdat&ires et du glycogéene, entrainant un

relargage des phosphates dans le mi{keumlal, 1996)

Pendant la phase aérobie, Les bactéries déphospdstéentrent pasn compétition
avec les autres souches bactériennes aérobies ytdiser les substrats organiques
extracellulaires, car elles utilisent les substratsacellulaires sous formes de PHA stockés
auparavant pour produire I'énergie nécessaire B demissance et a l'accumulation des
phosphates. La concentration du phosphate réalesegb@lus importante que celle relarguée

en anaérobios@aumer, 2007)
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2. Modeles biochimiques de la déphosphatation biajaue

Le procédé d’élimination biologique du phosphatéibh un modele biochimique du
comportement des bactéries déphosphatantes danscatetitions favorables a leur
stimulation. Différentes hypothéses ont été propsspour expliquer le mécanisme du
fonctionnement biochimique de cette biomasse bpirdgphatantg Asmlal, 1996)

2.1. Modeles biochimiques en condition anaérobie

En phase anaérobie, I'acétate principale sourcadmne est stocké a l'intérieur des
bactéries capables d'éliminer le phosphate (bastéio-P). Il sera tout d'abord transformé en
acétyl-CoA et ensuite converti en polyhydroxybatgs(Meinhold, 2001) Le transport de
l'acétate a l'intérieur de la cellule requiert @mérgie, et la transformation d'aceétyl-CoA en
PHB (polyhydroxybutyrates) requiert des moléculésluctrices, telles que les NADH,
plusieurs modeéles biochimiques ont été proposésigeantifier la source de cette énergie de
transport et de ces molécules réductrites 1999)

2.1.1. Modéle de Comeau / Wentzel (1986)

Le Modéle de Comeau et Wentzel (figure 1@yopose qu’en condition anaérobie,
I'acétate sera transféré dans la cellule par sififu passivéOehmen, 2007)

Une fraction de I'acétate assimilé sera convenid’elB, en passant par la formation
d’'acétyl CoA, I"énergie nécessaire pour cettetfamnmation sera fournie par I'hydrolyse des
polyphosphategBitton, 2005; Wentzel, 1986en effet comme résultat d'un faible rapport
intracellulaire ATP/ADP, l'enzyme polyphosphate dsa sera activée pour catalyser la
dégradation des polyphosphates et la productioredjéee(Tae, 1993)

Poly-R,+ ADP ——» Poly-R+ ATP

Le phosphore en exces sera alors relaché a lextéte la cellule ce qui explique le
phénomeéne de relargage en condition anaéfélsialal, 1996)

Poly-B,+ H.O——»  Poly-P.+ P

L'autre fraction d’'acétate, sera oxydée via le eydes acides tricarboxyliques pour
fournir les molécules de NADH qui sont les donnaliétectrons et des protons reqpur le
stockage de polyhydroxybutyrat€omeau, 1986)Pour chague mole d’'acétyle-CoA quatre
NADH; seront produits. De tout l'acétate accumule, 1h%eelans le cycle de Krebs tandis

que l'acétate restant est converti en RMBinhold, 2001)
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| 2.25 Acétates
assimiles

025 Acétates

Poly-P, IX@ ATP \ 2HS-CoA
Polv-P,; 2 AD .J

H:POy 2 Acétyl-CoA

Acétates

k

H,PO,

HS-CoA

Acétoacetyl-CoA

NADH
NAD™
Butvrvl-CoA
HS-CoA
Polvhvdroxvbutyrate

Figure 10. Modeéle biochimique de Comeau / Wentoek pe métabolisme anaérobique
(Meinhold, 2001; Wentzel etl., 1986)

2.1.2. Modéle de Mino etl., (1987)

Ce modele (figure 11) propose un mécanisme dspmnhactif de I'acétate, le besoin
en énergie pour ce transport est supposeé étrewoptan’ATP fournie a partir de I'’hydrolyse
des polyphosphateg®©ehmen, 2007)Alors que les NADH requis pour la transformatis
l'acétyl-CoA en PHB seront obtenus par la dégradatiu glycogene, préalablement
accumulé dans les cellules des bactéries déphaspbsiy, 1999)

SelonMino et al., (1987) les bactéries déphosphatantes suivent la voie dlEmb
Meyerhof (EM) pour pouvoir convertir le glycogene aceétyl-CoA avec une réduction
concomitante de NADAsmlal, 1996) La dégradation de 1 mole de glycogéne produit 4
moles de NADH (Meinhold, 2001)
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‘ Extracellulaire | Intracellulaire
Acétate Acétate .
Glveogéne

H,POy H,POy Acétyl-CoA

-

\ COz

NADH; | :
-t + r .‘ _________ )
NAD H+e

k2

—» H™+é
Poly-P, ATP ATP ! ;
| Voie .
Poly-P, ADP ADP Embden-Meverhof E
+P, . ]
Pyruvate E

Polvhvdroxvbutyrate

Figure 11. Modeéle biochimique de Mino pour le méteme anaérobiqug/einhold, 2001)

2.1.3. Modele de Mino adaptfar Wentzel etal., (1991)

Wentzel efal., (1991), en se basant darmodeéle de Mino atl., (1987) ont établi un
modele décrivant les processus qui n'étaient pas éipliqués par Mino ell., (1987), ainsi
le mécanisme de régénération des carbohydratesiades PHB a été décrit (figure 12). lls
proposent que le NADHrequis pour la synthése des PHB soit fourni viadee d'Entner-
Doudorof (ED), au lieu du cheminement des acidesmrtvoxyliques (TCA) soutenu par
Comead/Wentzel, (1986) ou au lieu de la voie Emidegerhof (EM) proposé par Mino et
al. (1987)(Asmlal, 1996)

Modéle de Comeau/Wentzel Modéle de Mino Modéle de Mino adapté

Acétyl-CoA
Glycogéne Glycogéne

ATP 3 ATP 2 ATP
2C0; 2C0; _@
4NADH, 4NADH,
CO,
4 NADH; 2 Acétyl-CoA 2 Acétyl-CoA

ED : Voie dEntner-Doudorof
EMP : Voie Embden-Meyerhof
TCA : Cycle des acides tricarboxyliques

Figure 12. Source de NADHous condition anaérohiileinhold, 2001)
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2.2. Modeles biochimiques enondition aérobie

En phase aérobie, les bactéries déphosphatantéseniti leurs réserves de
polyhydroxybutyrate comme source d'énergie et dessance(Ky, 1999) La voie de
synthese et de dégradation des polyhydroxybutyestieeprésentée en (Annexe 3).

La diminution du rapport NADH/NAD stimule la dégetibn des PHB en acétyl-CoA
se qui active cycle des acides tricarboxyliguesA)@insi que le cycle du glyoxylate, les
NADH, générés a partir de ces cycles seront plus taydésxvia la chaine de transfert
d’électrons (Meinhold, 2001) En présence d'oxygene, le rapport ATP/ADP damsddules
augmente via la phosphorylation oxydative, conditisala formation des polyphosphates a
partir des phosphates solubles captés de I'extéiier, 1993)Pour les modeles prenant en
considération le glycogene, la réaction de fornmatite glycogéne a partir du PHA en

conditions aérobies doit étre aussi considéiée 1999)

Extracellulair Intracellulaire

Glvcogene
H-0 0 *
| Modéle de Mino

= / Polvhydroxybutyrate

I NAD
ATP
Poly-P, § NADH; +

/ Acétyl-CoA

H™+¢

Poly-P, ADP

ETC

B B; /

Hf+e
ETC : Chaine de transfert d"électrons

NAD
H+eé
NADH>
TCA : Cycle des acides tricathoxyliques

Figurel3. Modéle biochimique aérobie de I'enléventéologique du phosphatévieinhold,
2001)

TCA
+
Cycle du
glvoxvlate
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3. Facteurs influencant I'élimination biologique duphosphate dans les eaux usées

Les bactéries déphosphatantes s’averent I'élémeérdwcprocédé de déphosphatation
biologique des eaux uséé&smlal, 1996) De se fait il faut s’intéresser aux facteurs qui
peuvent influencer le comportement de ces micrewuggnes ce qui se traduira par une

perturbation de la performance du proc@délsen etal., 2010)
3.1. Configuration du procédé

L'importance d'une séquence anaérobie-aérobie laogroissance d'une biomasse
déphosphatante fut reconnue en premierfpars et Chen, (19755ui constatérent que les
conditions anaérobies dans la premiére étape docegsus d'élimination biologique du
phosphate étaient essentielles pour le fonctionnetheprocessus.

En conditions anaérobies, les bactéries déphospkatanommeées "bio-RComeau et
al., 1986) accumulent des réserves de carbone en utiligaargie provenant de I'’hydrolyse
de polyphosphates préalablement accumulés ce qliqe® la phase de relargage des
phosphates dans le milieu.

En conditions aérobies, ces réserves de carboneamit alors étre utilisées pour la
croissance et les besoins énergétiques de cesibadi®d-déphosphatantésy, 1999)

3.2. Nature du substrat

Le procédé d'élimination du phosphate dépend ddidponibilité des sources de
carbone facilement biodégradables, qui sont indispleles pour les bactéries
déphosphatantegRybicki, 1997) La concentration en carbone assimilable va donc
directement définir la quantité maximale potengiglent éliminable de phosphates par voie
biologique(Sadowski etl., 2002)

Elles consistent en simples composés organiquexipaiement, les acides gras
volatils a courtes chaines (AGV)les carbohydrates qui peuvent passer directemgatvers
les membranes cellulaires sans aucune hydrolysaceltlaire(Asmlal, 1996)
Ces substrats organiques proviennent, soit des @seps brutes ou bien de la fermentation
des matiéres organiques de poids moléculaires élgs dans des conditions anaérobies
(Lotter et Pitmann, 1992 ; Randalladt, 1994 ; Skalsky et Daigger, 1995)

Une large gamme de composés organigues est utitisgene substrat par les
bactéries déphosphatantes y compris I'acétate jqrafe, butyrate, lactate, malate, glucose,
ribose, glycérol et acide ami®atoh etl., 1996 ; Carucci edl., 1999)
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Cependant, il a été prouvé que l'acétate et lerdmatysont les substrats les plus
favorables a la déphosphatation biologique, taqdesle propionate est I'acide gras volatil le

moins efficacéRustrian eal., 1997)
3.3. Cations

La concentration des cations joue un rdle importamts le maintien de la stabilité du
processus d’élimination biologique du phosphatelats le mécanisme de la rétention du
phosphate par les bougschonborn eal., 2001) et aussi I'activation des micro-organismes
impliquées dans ce processhachnicka egl., 2005)

L’assimilation du phosphate est affectée par lpahgilité du potassium, magnésium
et du calciumBrdjanovic etal., 1996) En effet, le relargage du phosphore pendant ésgh
anaérobie est accompagnée d’un relargage du magnésidu potassium. De la méme fagon,
en phase aérobie un co-transport du magnésium pot@digsium relargué est réalisé par les
micro-organismes en méme temps que l'assimilationpdosphatg Asmlal, 1996) Pour
chague mole de phosphore libérée en phase anaéddiea 0.36 mole de potassium et 0.29
a 0.32 mole de magnésium sont simultanément reégglignsson edl., 1996)

L’augmentation de la concentration du magnésiumislé 31 mg.L}, aboutit & une
augmentation du taux d’élimination du phosphore88&6 a 97%(De Bashan et Bashan,
2004)

Le magnésium et le potassium peuvent servir égalecmmme contre-ions pour la
stabilisation de la chaine des polyphosphates en bomme cofacteurs dans les réactions
biochimiques qui catalysent soit la biosynthese $midégradation des polyphosphates
(Machnicka etl., 2005)

3.4. Température

La température est un facteur important dans liétadn de I'efficacité du processus
biologique du traitement des eaux ugBeilkerrins etal., 2003) Cependant la littérature
révele des observations contradictoires concelliedfet de la température sur la performance

de I'élimination biologique du phosphdtérdjanovic etal., 1997 ; Filali- Meknassi, 2003)

Il est rapporté que l'efficacité du systéme d’EBBmgliore aux températures
comprises entre 20 et 37 °@cClintock etal., 1993 ; Converti etl., 1995 ; Jones et
Stephenson, 1996Tandis que le méme résultat est observé a dgsetamres plus basses
entre 5 et 15 °QHelmer et Kunst, 1997 ; Mulkerrins @i, 2003)
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Le taux de relargage et d’assimilation du phosphzdeles bactéries déphosphatantes
croit proportionnellement avec la températdesns une gamme de 10 a 32 (\Camais et
Jenkins, 1992)Une inhibition significative du stockage du phioafe est observée a 42,5 °C
alors gu'a 45 °C aucune concentration de phosphel@gué ou assimilé est signalée

(Beatens et Vanrolleghem, 1999)

Les variations de température ont aussi un effetesuphosphates en eaux usées. En
effet, le taux d'hydrolyse des polyphosphates e¢hophosphates est plus accéléré en été
gu’en hiver(Narasiah eal., 1990)

3.5. pH

La gamme de pH propice au fonctionnement du tratgrbiologique du phosphate
s'étend de 6.5 a(®lenze etl., 1997)

En phase anaérobie, La quantité de phosphate wékrpar rapport a la quantité
d’acide acetique consommée augmente avec le(SHolders etal., 1994) Ceci a été
confirmé et modélisé paiilipe etal., (2001)pour des valeurs de pH comprises entre 6 a 8.

La quantité d’énergie nécessaire a I'absorption I'deétate par les bactéries
déphosphatantes est plus importante lorsque lespldlevé. Cependant, pour des valeurs de
pH supérieures a 8 le phosphate relargué pré@pite quantité d’orthophosphates soluble a
tendance a diminuébaumer, 2007)Il a été rapporté qu’'un pH élevé permet aussiédeaire

le taux des bactéries déphosphataffiesitens et Vanrolleghem, 1999)
3.6. Age de boue

L'age de boue (ou le temps de résidence cellulpga) avoir un effet significatif sur
I'efficacité d'élimination du phosphate par lestéeaes bio-P, car il joue un réle sur l'intensité
de l'activité déphosphatant&urtekin etSekerda, 2011)

En effet, le taux de rétention du phosphate pabteses est meilleur lorsque I'age de boue
augmentéMerzouki etal., 2001)

Cependant, au-dela de vingt jours 'augmentatiofigdge de boue reste favorable a la
nitrification mais défavorable a la déphosphatatimalogique, l'efficacité du traitement
passant de 93 a 84% d’élimination du phosphate defilent liquide lorsque 'age des
boues passe de vingt a trente joluese etal., 2007)

3.7. Nitrates

Les nitrates interviennent selon diverses maniénegis toutes auront pour

conséquence une perturbation ou un arrét de laodpphatation biologique.
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Les bactéries acétogenes vont utiliser le nitraterne accepteur d’électrons, inhibant
par conséquent les voies fermentatives produi&eéthte; principale source de carbone pour
les bactéries déphosphatantes. D’autre part, |bonar facilement assimilable va étre
consomme prioritairement par les réactions de dficgtion et ne sera plus disponible pour
les mécanismes de relargage du phospteigui favorise la dénitrification aux dépens de la
déphosphatatiofiLaurent etl., 1994)

Quand le niveau des nitrates dans les effluentsréshiit de 10,9 & 5,6 mgi
l'efficacité d'élimination du phosphate augment&d& 98% Chang et Hao, 1996)
Généralement quand le niveau du nitrate pendaraitement biologique du phosphore varie

de 2 a5 mg.t%, il ne devrait pas affecter le proceségsller etal., 1997 ; Lemaire, 2007)

Afin déliminer I'effet néfaste des nitrates, unénitrification s'avére nécessaire,
notamment par intégration d’'un bassin d’anoxie erorg du bassin d’anaérobie de cette

facon les deux traitements peuvent étre couplégros et Villain, 2004)
3.8. Métaux lourds

Il est admis que la présence de métaux lourds éan®jets d'eau usée peut atténuer
gravement les capacités epuratoires des statiépardtion(Asmlal, 1996)

L’augmentation de la concentration des métaux ®uypdrmet l'inhibition de la
croissance microbienne des boues actiy®es) etal., 2007 ; Gikas, 2008 ; Ong at., 2010)
Pour le cadmium, le chrome et le nickel I'inhilitide la biomasse devient importante pour
des concentrations supérieures a 10 m@darnovsky eal., 1994)

Hascoet et Florentz (1986nt étudié I'effet du cuivre sur le relargagéwgilisation du
phosphore en utilisant des boues provenant d'uieregsd'EBP. Ils ont trouvé que la dose
maximale tolérable au dessus de laquelle l'effiéatii systeme commence a diminuer est de
1 mg.L" s ont aussi rapporté que les doses maximalesisaibles pour ne pas affecter
l'efficacité de 'EBP sont de 10 mg lpour le cadmium, de 5 mg'Lpour le nickel, de 10

mg.L* pour le zinc, et de 100 mg'lpour le plomb.
3.9. Oxygene

Lors du traitement biologique du phosphate, la zanaérobie doit étre maintenue
exempte d’oxygéne (0.0-0.2 mg') car la présence des substances oxydantes telles g
l'oxygene interférera avec le procesguslkerrins etal., 2003)

Toutefois, dans la zone aérobie, le maintien daux td'oxygéene dissous entre 3 a 4

mg.L* est requis pour stimuler I'assimilation du phosplighehab eal., 1996)
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3.10. Rapport DCO/P

Le rendement d’élimination du phosphate est sigaiivement lié au rapport DCO/P
(Rybicki, 1997) L’efficacité d'un systeme d’EBP avec un effluet¢ concentration en
phosphore < 1.0 mg'texige que les eaux & traiter dans la zone anaédsahiraient avoir un
ratio DCO: P > 40: 1, ou bien DBCPT > 20: 1(Randall eal., 1992)

Chaque fois que le rapport DCO/P descend en desnb8, L'BPR sera insuffisant
pour atteindre le niveau souhaité de phosphate l@dfhgent traité(Mulkerrins etal., 2003)

4. Micro-organismes accumulant les polyphosphates

Traditionnellement, il était supposé que la clades Gammaproteobateriat plus
précisément le gencinetobatersoient les seuls micro-organismes dominant dambdees
activées issus de l'enlévement biologique du phagphavec une haute capacité
d’accumulation de se dernigéfuhs et Chen, 1975 ; Lotter et Murphy, 1983ehmen, 2007)
Cependant, l'utilisation de techniques modernedidlgie moléculaire ont démontré une
grande diversité phylogénétique des microorganismEsents dans les boues activées
(Seviour etal., 2003) et que lesAcinetobacterne sont pas les principaux acteurs de la
déphosphatation biologique et représentent souuaet fraction inferieure a 10% de la

population bactérienn@/ino etal., 1998)

Plusieurs autres bactéries isolées a partir dedendia d’'EBPR ont été proposées
comme candidates de I'accumulation de phosph@tegner, 2002dont les bactéries Gram
positif riches en GC%, comnMicrolunatus phosphovorugui constituent environs 2.7% des
bactéries totale§Mino, 2000 ; Nakamura edl., 1995) et les Actinomycétes qui ont été
détectées en grand nombre (plus de 35% des bacttoiales) dans les dix stations

d’épuration des eaux usées étudiées au Danefiiarky etal., 2005)

Lampropedia sppune bactérie cocci a Gram négatif a été prouveellgupossede un
réle significatif lors de I'accumulation du phogpé(Stante, 1997)

Plusieurs cultures pures ont été effectuées afimelger a bien la déphosphatation, les
principaux genres étudiés somicinetobacter, Pseudomonas, Aeromonas, Alcaligenes
Moraxella(Cai, 2007 ; Sarioglu, 2005Sidate etl., 1999 ; Srivastava et Srivastava, 2006)

Cependanicinetobaterdemeure le genre le plus étudié a cause de sa Capaeité
d’accumulation du phosphate et aussi la facilitésde isolement et son identification par
méthodes classiques par rapport aux autres geocesnalant le phosphat®oswell etal.,
2001 ; Ghigliazza l., 1998 ; Kim et Pagilla, 2002 ; Momba et Cloete, 399
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1. Echantillonnage
Pour la réalisation de nos expériences, nous aubise des échantillons de boues
activées prélevés a partir du bassin aérobie diaten d’épuration des eaux usées de la Ville

de Khenchela.

La boue a été mise dans des flacons en verreest@il conservée a 4 °C dans une
glaciere et transportée en 2 h, au laboratoiread¢ebologie du département Vétérinaire de

I'Université de Batna ou les différentes expérienoet été effectuées.
1.1. Présentation de la station d’épuration

La station d’épuration des eaux usées de Khenelsesituée a la périphérie de la ville
sur la route de Baghai. Elle a été mise en semit®007, et traite aujourd’hui les rejets
domestiques déversés par la Ville de Khenchela.

Celle-ci a une capacité de 192 000 équivalentstdnatisi dimensionnée pour un débit
moyen de 6422 Hjour (O.N.A, 2009)

2. Milieu de culture

Pour favoriser la croissance des micro-organisnéghasphatants, nous avons utilisé
un milieu de croissance minimum synthétique quioag aux micro-organismes tous les

éléments nécessaires a leurs développements gelizaito etal., 2004)
2.1. Composition du milieu de culture

Le milieu de culture est un milieu minimum dontckdate de sodium est la seule
source de carbone et d’énergie avec BWIRO, et le KHPO, comme source unique de
phosphore, sa composition pour 1 litre d’eau diéstiest représentée dans le tableau I. Le pH

du milieu est ajusté de telle fagcon a avoir un jpidlfde 7 aprés stérilisation.

Tableau I. Composition du milieu de cult&saito etal., 2004)

Composés Concentrations (g.1)
CH;COONa. 3HO 0.4
Ko.HPO, 0.049
KH.PO, 0.028
NH,CI 0.107
MgSQO, .7H,O 0.180
CaClh .2H,0 0.0003
Solution de trace 0.3mLL
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2. Composition da la solution de trace

La solution de trace est une solution d’oligo-édé@is qui confere des sels minéraux
indispensables a la croissance des bactéries. inpagition de la solution de trace utilisée
dans le milieu de culture est donnée dans le tablea

Tableau II. Composition da la solution de tré8eito etal., 2004)

Composés Concentrations (g.L%)
EDTA 10
FeSQ .7H,0O 1.54
H3BOs 0.15
CuSQ .5H,0 0.03
MnCl, .4H,0O 0.120
Kl 0.18
Na, MoO, .2H,0O 0.06
ZnSQ,.7H,O 0.12
CoCkL.6H,0O 0.15

3. Préparation de l'inoculum

Le consortium utilisé pour l'inoculation de nos ct=urs provient des boues activées

prélevées dans la station d’épuration des eausuteka Ville de Khenchela.

Les boues doivent subir un traitement avant d’itercles différents fermenteurs. Tout
d’abord elles sont dissoutes dans une solutionudjgaysiologique stérile a 0.9 %, Ce
mélange est ensuite homogénéisé par agitation @vamrtex pendant deux minutes; pour
disperser les floculations et pour détacher lesovocganismes attachés aux particuyfesuli
et Kaitala, 1997 ; Vergeynst, 2010).

La boue diluée dans de I'eau physiologique serdgpansuite centrifugée a 300 rpm

pendant deux minutes; cette opération permet liansgdation des particules volumineuses.

Le surnageant sert d'inoculum a la premiéere pténe effectué dans 100 ml du
milieu de culture minimum (Tableau I), et incubéusoagitation a 30 °C. Aprés 24h
d’incubation, les microorganismes sont récupéréseatrifugation a 10.000 rpm pendant 15
min. Le surnageant est élimingé, alors que le chhattérien subit un lavage avec de I'eau
physiologique stérile. A ce stade les microorgaesmecupérés seront préts pour étre utilisés
comme inoculum des différents réacteizsuziane, 2009 ; Terrouche, 2009).
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4. Cinétique de I'élimination du phosphatepar culture mixte
4.1. Conditions de culture

Les cultures sont effectuées dans des fermentemiatorisés de 500 ml, contenant
300 ml de notre milieu chargé avec différentes eatrations d’acétate de sodium comme
source de carbone et d’énergie et KIRO, ainsi que le KHPO, comme source unique de
phosphore.

Les fermenteurs sont ensuite menés en mode batitigies dans un bain marie
agitateur (GFL 1083) en alternance d'une phase rab@é (2h) durant laquelle les
fermenteurs sont mis dans une jarre a bougie,ynésphase aérobie (4h) a une température
de 30 °C sous une agitation horizontale de 150 mpm.

Toutes les expériences sont effectuées en triplicat

Des prélévements, a différents intervalles de temgsliers, d’échantillons liquides
sont effectués aseptiquement a partir des fermexjtad’aide d’une seringue stérile sans les
ouvrir, afin de réaliser le suivi de la croissabeetérienne, les concentrations en phosphate et

le pH.

Ces prélévements, d'un volume de 8 ml, sont répdeis deux tubes comme suit:
e 2,5 mL du volume total permet la lecture de la déngptique par spectrophotométrie
pour la mesure de la biomasse, suivie de la mekupd.
* Le volume restant (5,5 mL) est injecté dans un tidgrené, il subit alors une
centrifugation a 7000 rpm par une centrifugeusendpet 15 min afin d’obtenir un

surnageant exempt de cellules microbiennes quiragraur le dosage de phosphate.
4.2. Méthode d’analyse
4.2.1. Mesure du pH

Les mesures du pH ont été réalisées a l'aide didmmetre (Phywe) muni d’'une
électrode en verre. Le pH-métre est préalablentaiiré avec des solutions tampons (pH =
4,7,7, et 10).

4.2.2. Mesure de la biomasse

La détermination de la biomasse des échantillonsopérée par la mesure de la
turbidité de la suspension avec un spectrophotemé¥-Visible 12-05 (Shimadzu), a une
longueur d’'onde de 600 nm. Pour la mesure de Iait#eoptique on se base sur la loi de

Beer-Lamber (Annexe 2).
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4.2.3. Dosage du phosphate

La seule forme de phosphate pouvant étre déteatémlation est I'orthophosphate.
Toutes les autres formes doivent subir un préemaéint afin d’étre transformées en
orthophosphate avant de les analysémouci-Toumi, 2009)

Les orthophosphates sont dosés par colorimétrie lavenéthode d’acide ascorbig(feodier
etal., 2009) Le protocole expérimental est présenté en (Anigxe
Le dosage de phosphate a été effectué au nivedabdtatoire d'Environnement, Santé et

Productions Animales du département VétérinaireUtgversité de Batna.

5. Analyse microbiologique

5.1. Isolement et purification des microorganismes

L’isolement des microorganismes dominants est efeeau fur et a mesure de
I'élimination biologique des phosphates. L'ensenaenent est fait a partir des fermenteurs
inoculés par les boues activées sur milieu miningétosé. L'incubation se fait a 30 °C pour
une durée de 24 h jusqu'a 72 h. Sur la base dgetasnacroscopique, un échantillon de
chaque type de colonie est prélevé ensuite pydrérepiquages successifs selon la méthode

des stries sur le méme milieu, jusqu'a I'obtentame culture pure.
5.2. Conservation des souches isolées

Les souches isolées ont été conservées dans desdubssai contenant un bouillon
nutritif additionné de 10 % de glycérol puis corgsl a -20°C. Elles sont également
conservées dans un milieu de conservation pré&naploi dans des petits tubes ensemencés
par piqure centralgsuiraud, 2003)

5.3. Coloration de Neisser

Cette coloratiorpermet de mettre en évidence les polyphosphatekéstsous forme
de granulation chez les bactéries. Eht réalisée en milieu acide acétique en préseace d
bleu de méthylene et contre coloré par le brun dan8rck (la vésuvine). Les bactéries
contenant des granules de polyphosphates sontesl@n bleu foncé (viol€) et considérées
comme Neisser positif. Alors que les bactéries réal® en jaune brun sont Neisser négatif
(Pandolfi, 2006)

-Préparation des colorants
1. Solution de brun de Bismarck
Brun Bismarck ..........cooooiiiii 29

Eau déminéralisée ..........oooviieiiiiiain, 1000 ml
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2. Solution de Bleu acétique

Bleu de Méthyléne ..o, 19
Alcool absolu...........ccoiii 20 ml
Acide acétique glacial...................cceveveenn.50 mi
Eau déminéralisée............ccoovviiiii i, 950ml

-Technique de préparation

-Une goutte d’échantillon est prélevée a la pipettééposée au centre d’une lame propre.

-Un étalement est préparé.

-la lame est ensuite fixée a chaleur douce.

-Appliquer la solution du bleu acétique pendantrifutes environ.

-Rincer a I'eau déminéralisée

-Recouvrir avec la solution du brun Bismarck pendere minute.

L’observation est réalisée au microscope optiquerdraste de phase en présence de 'huile a

émersion, grossissement 250X (Annexér&)ndolfi, 2006)
5.4. ldentification

Les souches microbiennes isolées sont identifi@éeseebasant sur leurs caractéres

morphologiques, physiologiques et biochimiques.
5.4.1. ldentification morphologique
5.4.1.1. Aspect macroscopique

L'observation de I'aspect macroscopique des cotoparmet d’effectuer une premiére
caractérisation, avec une orientation possibleéadtats au cours de I'identification .D’apres
Delarras (2007)les éléments importants de l'identification maoapique sont:

-La forme des colonies: rondes, irrégulieres, oéesll...etc.

-La taille des colonies: par la mesure du diamétre.

-La chromogenese: la couleur de la colonie.

-L’élévation: convexe, légéerement convexe, platdc..e

-L’'opacité: opaque, translucide, transparente.

-La surface: lisse, rugueuse, séche, dentelée,....etc

-La consistance: Les colonies grasses, crémeus@adbrfacilement des suspensions
homogenes, correspondent au type S. Tandis queli@sies seches correspondent au type R
et les colonies muqueuses (filantes) corresporaamype M; elles donnent difficilement des

suspensions homogenes.
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5.4.1.2. Aspect microscopique
a-Examen a I'état frais

L'état frais est une étape qui permet de mettrévadence la forme des bactéries ainsi
gue le type de leur mobilité et leur regroupembmonsiste en I'observation d’'une goutte de
suspension bactérienne, préparée avec de I'eauofdgigue stérile et placée entre lame et
lamelle. Pour éviter les débordements, quatre geute paraffine stérile sont déposées aux
quatre coins de la lamelle, ensuite a l'aide d’pimee stérile bien chauffée chaque goutte est
étalée sur la limite entre lame et lamelle (techeigiu lutage). L'observation se fait au
microscope optique (x4@joffin et Leyral, 2005)

b-Coloration de Gram

Les souches isolées sont fixées et colorées selmethode de Gram (Annexe 5), puis
elles sont observées au microscope optique (geessent x100). Cette coloration permet de
différencier les bactéries en deux groupes, entifmmade la couleur obtenue: les Gram

positifs et les Gram négatifSrescott eal., 2010)
5.4.2. Identification biochimique classique

Cette identification nous oriente sur le métabodissnivi par les microorganismes et
les enzymes qu’ils possedent. C’est tests on eiésé8 en utilisant les mini galeries

classiquegDelarras, 2007)
5.4.2.1. Etude du type respiratoire

Le type respiratoire est identifié sur une gélpsefonde de type Viande Foie (VF)
répartie en tubes en culot de 10 a 15 cm. Aprednégtion du milieu a une température
comprise entre 70 et 80 °C, on laisse refroidigjua 45 °C, puis ensemencé a l'aide d’'une
pipette pasteur que I'on plonge au fond du tubguet!’on remonte en décrivant des tours de
spires trés serrées de facon a ensemencer unif@méenmilieu sur tout la hauteur. Faire
sortir la pipette a 0.5 cm de la surface. Les t#msemenceés sont ensuite incubés a 30 °C.

Le type respiratoire est exprimé par la localmatidu niveau de la croissance
bactérienne dans le tube:
» Croissance dans tout le tube: bactéries aérobm&ralnies facultatives.
* Colonies en surface du tube: bactéries aérobiesestr
» Colonies en haut du tube lIégerement sous la sutfaceéries micro-aérophiles

» Croissance en profondeur du tube: bactéries anaérstrictes.

34



Chapitre VI Matériel et méthodes

5.4.2.2. Recherche des enzymes respiratoires
-Recherche de la catalase

La catalase est une enzyme ayant la capacité dadirge peroxyde d’hydrogene
(H20,) avec dégagement de I'oxygéne selon la réactivaste :

H->O, > O + 120,

Sur une lame en verre et a l'aide d’'une pipetteepas on dépose une colonie
bactérienne a laquelle on ajoute une a deux goutemu oxygénée a 10 volumes. La
présence d'une catalase se traduit, en quelguesdss; par la formation de bulles de gaz
(Guiraud, 2003)

-Recherche de 'oxydase
Ce test permet de mettre en évidence I'existenceytiochrome oxydase, enzyme
caractéristique d’un métabolisme respiratoire aérspécifique de la réduction de I'oxygene

moléculaire.

L'oxydase est recherchée par la méthode des dis§ueartir d’'un milieu solide, et a
'aide d'une pipette pasteur boutonnée, une colase déposée sur un disque oxydase
préalablement imprégné avec une goutte d'eau ldestdtérile, Une réaction positive est

révélée par I'apparition d’'une tache violefifeelarras, 2007)
-Recherche de la nitrate réductase

Ce test permet de mettre en évidence la nitratactése, une enzyme capable de
réduire les nitrates (N en nitrites (N@). Des tubes contenant un bouillon nitraté sont
ensemenceés par les souches isolées, puis incuB@s’@ jusqu'a l'obtention d'une culture
abondante. Apres incubation, quelgues gouttes datifd (acide parasulfanilique) et du
réactif Il (alpha-naphtylamine) sont ajoutées auttuces.

e Apparition d’'une coloration rose ou rouge: réactuasitive (réduction des nitrates en
nitrites).

Cependant, un certain nombre de bactéries sonblempae réduire les nitrates au dela
du stade «nitrite» jusqu’au,NEn conséquence, toute réaction ne révélant pagtence de
nitrates (absence de coloration) dans le milietl &we complétée par I'épreuve de Zo-Baell,
qui consiste a ajouter dans le milieu de la poudreinc qui réduit les nitrates présents dans
le milieu en nitrites.

» Apparition en cing minutes d'une coloration rosea@uge : réaction négative.
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* Absence de coloration : réaction positive (bacté¥tuisant les nitrites jusqu'au stade

azote gazeux)Akmouci-Toumi, 2009)
5.4.2.3. Etude de la voie d'attaque du glucose

Le milieu utilisé est le milieu MEVAG de couleuruge, contenant comme source de
carbone le glucose. Ce milieu permet de distindggeibactéries a métabolisme oxydatif des

bactéries a métabolisme fermentatif ou les deaxfais.

L’ensemencement se fait par piqure centrale de teoes du milieu MEVAG, 'un
d’entre eux sera recouvert d’une couche d’envirdn5lcm de vaseline stérile. Les tubes sont
ensuite incubés a 30 °C pendant 24 a 48h. La kestufait comme suit:

» Bactéries fermentatives: virage au jaune du tulee amseline.
» Bactéries oxydatives: virage au jaune du tube gassline
» Bactéries a métabolismes oxydatifs et fermentatifsige au jaune des tubes avec et

sans vaseline.
5.4.2.4. Utilisation du citrate comme source de chone

Le milieu utilisé est le citrate de Simmons, ddohigue source de carbone est le
citrate de sodium, seules les bactéries contenamtenzyme citrate perméase seront donc

capables de se développer sur ce milieu.

Le milieu est ensemencé d'une suspension bactésigrar stries longitudinales. Les
tubes sont ensuite légérement fermés et incub@s°& pendant 3 a 5 jours. L'observation a
eu lieu chaque jour. L'utilisation du citrate prope I'alcalinisation du milieu qui se traduit

par une couleur bley&kmouci-Toumi, 2009)
5.4.2.5. Test du mannitol mobilité

Le Mannitol-Mobilité est un milieu de culture quenmet de mettre en évidence

l'utilisation du mannitol et permet simultanémeiétablir la mobilité bactérienne.

Le milieu est ensemencé par piqure centrale, dd’diune pipette pasteur boutonnée
chargée de la culture a étudier, puis incubé &3Pendant 24 heures a 48h.
* La fermentation du mannitol entraine le virage dliem au jaune.
» Les souches mobiles diffusent a partir de la ligfensemencement en créant un
trouble du milieu, tandis que les souches immolatesssent uniguement le long de la

strie d'ensemenceme(itelarras, 2007)
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5.4.2.6. Recherche de I@-galactosidase

Cette enzyme permet de scinder la molécule dudactpres leur pénétration dans la

cellule bactérienne en glucose et galactose.

La présence de If-galactosidase est mise en évidence a l'aide dwmaogue
structural du lactose, 'ONPG (orthonitropherfidD-galactoside) qui diffuse librement a
l'intérieur des bactéries ou il est alors dégra@dé [p-galactosidase en galactose et en
orthonitrophénol. Ce dernier donne une couleur gaaitron lors de sa libération dans le
milieu (réaction positive).

Un disque ONPG est ajouté dans une suspensionrieacie dense. L'incubation est
faite a 30 °C pendant 24 heures. La lecture sefdds intervalles de temps différents: 15min,
30 min, 1h ,6h et 24h.

» Apparition d'une coloration jaune citron : bact&dNPG positive.

* Absence de coloration : bactérie ONPG négative.
5.4.2.7. Etude de la dégradation du glucose, saccbse et lactose en milieu TSI

Le milieu TSI (Triple Suger Iron agar) permet dettngeen évidence la dégradation du
glucose, lactose, et du saccharose, la productientéelle du sulfure d’hydrogene {F) et la
production de gaz (CQ Ce milieu est composé d’'un culot et d’'une peetecontient le
rouge de méthyle comme un indicateur de pH.

Le milieu est ensemencé a l'aide d’'une anse stpaledes stries longitudinales au
niveau de la pente et par une pigdre centrale ldganigot. Les tubes ensemenceés sont incubés
a 30 °C pendant 24 heures.

Les résultats se manifestent comme suit:
* Glucose positif : culot jaune.
e Saccharose et lactose positif : la pente vire anga
* HsS positif : noircissement du milieu au niveau dedae joignant le culot et la pente.

* Production de gaz : présence de bulles de gazleausot(Halassi, 2009)
5.4.2.8. Etude des voies fermentatives intermédiais

Cette étude permet d’effectuer une différenciatientre la fermentation des acides
mixtes (réaction au Rouge de Méthyle) et celle leaty glycolique (réaction de Voges

Proskauer).

-Réaction au Rouge de Méthyleelle consiste & mettre en évidedegidification finale du

milieu par la fermentation du glucose.
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-Réaction de l'acétoine (réaction de Voges Proskage Ce test détecte la capacité de
synthese de l'acétoine (acétyle-méthyle carbina@) fEs microorganismes, qui est un

métabolite spécifique intermédiaire de la fermeotabutandiolique (VP +).

Dans un milieu bien aéré et fortement alcalinigése produit une auto-oxydation de
butanediol en acétoine et en diacétyle. L'acétoiegit avec le réactif VP | (soude ou
potasse) pour former le diacétyle ; ce derniersapdilition du VP Il va réagir avec le groupe

guanidine de I'arginine pour former un complexeocélen rose.

Afin de réaliser ces deux tests, la souche a étedieensemencée sur un milieu Clarck
et Lubs puis incubée a 30 °C pendant 24h a 48hesAkincubation on divise le milieu dans
deux tubes a hémolyse stériles, dans le premier dmbajoute quelques gouttes de VP | et
quelgues gouttes de VP I, et on laisse le tubkniédidréaction facilité par I'air), alors que
dans le deuxieme tube on ajoute quelques gouttBd/de
Test VP

» Coloration rouge: VP positif.

» Coloration jaunatre : VP négatif.
Test RM

» Coloration rouge : RM positif.

» Coloration jaunatre : RM négaftiikmouci-Toumi, 2009)
4.4.2.9. Recherche de l'uréase

L'uréase est une enzyme qui hydrolyse l'urée (NB®) en dioxyde de carbone et

ammoniac qui se lient entre eux pour donner le ¢exepdu carbonate d’ammonium.

CO (NH)+ HO — 2% | CQ(NH.),

Le milieu urée-indole permet de mettre en évideteecaractere, dont le virage de
l'indicateur de pH au rouge violacé en raison dalcllinisation du milieu, indique

I'utilisation de I'urée par les bactéries.
5.4.2.10. Recherche de l'indole

L’indole est le métabolite terminal de la dégramiatidu tryptophane présent
initialement dans le milieu. Seules les bactériedologenes permettent cette dégradation
jusqu’a la formation de l'indole. Ce test s’effeeten utilisant un milieu riche en tryptophane
exempt d’'indole, ou un milieu urée-indglealassi, 2009).
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Apres 24 h d’incubation, on ajoute quelques goutieseactif Kovac (acide nitrique
nitreux) au milieu urée indole inoculé par la saiéhétudier. Apres agitation I'indole formé
va réagir avec le réactif de Kovacs pour formemaoneau rouge surnageant (indole positif),
alors que la formation d’'un anneau brunatre (coutkuréactif) signifie que la souche est

indole négatif Akmouci-Toumi, 2009)
5.4.2.11. Recherche de tryptophane désaminase (TDA)

La tryptophane désaminase agit sur I'acide amingyptophane en formant I'acide
indole pyruvique. Ce dernier donne avec le percintbde fer une coloration brun rouge.

5.4.2.12. Recherche des décarboxylases

Ce test permet de détecter la production des décgdses suivant : la lysine
décarboxylase (LDC), I'ornithine décarboxylase (Q@CI'arginine déshydrolase (ADH) qui
décarboxylent respectivement la lysine, I'ornithitel’arginine en cadavérine, putrescine et

agamatine par ordre successif selon les réactionarges:

A4

Lysine _— ,  Cadavérine +£(

Ornithine——» Putrescine + £0

Arginine >  Agamatine + GO

Le test est réalisé avec le milieu Moeller répamtid tubes a hémolyse différents
-Le premier tube constitue le témaoin, il contiessentiellement du glucose et du pourpre de
bromocrésol comme indicateur de pH.
-Les trois autres tubes contiennent en plus duemitémoin, un des trois acides aminés
suivants: Lysine, Ornithine, ou Arginine.

Apres ensemencement, 1 ml de vaseline stérilgagtadans chaque tube, le tout sera
incubé a 30°C pendant 24h & 48h.

* Apparition d'une coloration jaune : réaction négati

* Apparition d'une coloration pourpre : réaction pgsi
5.4.2.13. Croissance sur milieu King (King A et Kig B)

Les milieux King A et King Bpermettent de différencier les espeaks genre
Pseudomonapar la mise en évidence de leurs pigmentationsifapées.

Les souches élaborant des pigments diffusibles laurgélose nutritive sont

ensemenceées sur milieu King A et KingeB réalisant des stries médiadels surface de la
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pente, les capsules des tubes sont ensuite replatéevissées. L’incubation se fait a 30 °C
pendant 24 heures et jusqu’a 5 jours.
 Le milieu King A est utilisé pour mettre en évidenta pyocyanine, pigment
caractéristique d€seudomonas aeroginashes cultures typiques sont colorées en
bleu-vert.
* Le milieu King B est utilisé pour mettre en évidenla pyoverdine pigment vert
fluorescent produit pdPseudomonas aeroginosa d’autrePseudomonadu groupe

fluorescen{ Akmouci-Toumi, 2009)
5.4.3. Identification par galerie API 20NE
-Principe

La galerie APl 20 NE comporte 20 microtubes coménehacune un substrat
spécifigue déshydraté, correspondant a lidentiice d’'un caractére métabolique. Les
différentes cupules sont inoculées a l'aide d’'unepsnsion bactérienne de la souche a
identifier. Les réactions produites pendant la duté I'incubation se traduisent soit par un
virage spontané du milieu ou bien par virage répéiél’addition d’un réactif approprié. Les
tests d'assimilation sont inoculés avec un milietnimum, et les bactéries se cultivent

seulement si elles sont capables d'utiliser le tsabsorrespondant.

-Préparation de la galerie
Le fond et le couvercle d’'une boite d’incubatiomiscéunis, puis environ 5 ml d’eau
distillée stérile sont répartis dans les alvéolas gréer une atmosphére humide. La référence

de la souche est inscrite sur la languette latéimla boite.

-Préparation de I'inoculum

A partir d'une culture jeune (18-24 heures), unegu@atre colonies d’aspect
morphologique identique sont prélevées par touduesessives puis mises en suspension
dans une ampoule API contenant du NaCl 0,85 %.d#nsité suffisante (0,5 de McFarland)

est exigée.

-Inoculation de la galerie

Les tubes des tests N@ PNG sont remplis en utilisant la pipette ayawisau
préléevement. Pour éviter la formation des bullesfand des tubes, qui empécheraient le
contact entre les bactéries a identifier et letrfeaa substrat a tester, la pointe de la pipette
est posée sur le coté de la cupule tout en indlitgerement la boite d’inoculation vers

lavant. Les tubes et cupules des tes@LU | a | PAC| sont remplis en veillant & créer un
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niveau horizontal ou légerement convexe. Enfin,ci@sules des trois tests soulignés (GLU
ADH, URE) sont remplies d’huile de paraffine en formantra@nisque convexe. A la fin la

boite d’incubation est fermée et incubée a 30 °@pat 24 heures jusqu’a 48 heures.

-Lecture
Apres incubation, la lecture des résultate la galerie est faite en se référant au

tableau de lecture (Annexe 4).
e Test NGO

La réveélation des deux tests i€t TRP est faite en mettant les tests d’assiroitadi
I'abri d’'une contamination par l'air. Une goutte cleaque réactif (NIT 1 et NIT 2) est ajoutée
dans la cupule N9 Aprés 5 minutes, une couleur rouge indique uneti@n positive a noter
sur la fiche des résultats (Figure 14). Une réactiégative peut étre due a la production
d’'azote (éventuellement signalée par la présencmidebulles). Pour cela, 2 & 3 mg du
réactif de zinc sont ajoutés dans la cupule;.Ngprés 5 minutes, une cupule restée incolore
indique une réaction positive, tant dis que sidpute devient rose-rouge, la réaction est dite
négative.

¢ Test TRP

Une goutte de réactif JAMES est ajoutée dans lalleupRP. Une couleur rose

diffusant dans toute la cupule indique une réaqtiositive.
* Test d'assimilation

La pousse bactérienne étant observée ; la cumublér indique une réaction positive.
-Interprétation

L’identification est réalisée a partir du profilmeérique. Sur la fiche des résultats, les
tests sont séparés par groupe de trois, et unervde 2, 4) est indiquée pour chacun. En
additionnant a lintérieur de chaque groupe lesewa correspondantes a des réactions
positives, on obtient 7 chiffres ; la réaction @eydase qui constitue le IMtest est affectée
de la valeur 4 lorsqu’elle est positiy@io-Mérieux, 2006) Le chiffre obtenu sera attribué a

un logiciel d’identification (APixl) afin de déteiimer I'espéce.

]
' e bioMeérieux
1
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e :
e H s . 4 : -3
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| !
.|

Figure 14. Fiche de résultats APl 20NE.
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6. Cinétique de I'élimination du phosphate par lesouches isolées (culture pure)

Dans cette partie, nous avons suivi la réactioné@hosphatation par les différentes
souches pures isolées, nous avons mesuré en cdanoenia concentration des phosphates et

la croissance bactérienne en fonction du temps.
6.1. Préparation des inoculums

A partir d’'un stock de bactéries conservé a —2@da@s un bouillon nutritif additionné
de 10 % de glycérol, 2Ql sont prélevés puis régénérés sur gélose nutrifpees 18 h
d’incubation & 30 °C, quelques colonies de chagméche isolée sont prélevées puis
transférées séparément dans des erlenmeyers del2&ntenant 100 mL de notre milieu de
culture milieu minimum utilisé pour les différentesltures en batch. Les erlenmeyers sont
mis en incubation en aérobiose dans un bain mgiiataur (GFL 1083), durant 24 heures a
30 °C sous agitation horizontale de 150 m(@mfiri, 1999)

Lorsque la croissance bactérienne est suffisaminenicée (24 h d’incubation), les
cellules bactériennes sont récupérées par cemtituga 10.000 rpm pendant 15 min. Le
surnageant est éliminé, alors que le culot bactées remis en suspension dans de l'eau

physiologique stérile.

Les concentrations bactériennes des inoculums téné\éaluées par turbidité et sont
exprimées par la mesure de la densité optique anB0Par un spectrophotometre. La densité
cellulaire de chaque suspension est ajustée a emstél optiqgue de 0,1 et utilisée comme

inoculum(Krishnaswamy, 2009)
6.2. Conditions de culture

Les cultures sont effectuées dans des fermentewmatarisés de 500 ml contenant
300 ml du milieu minimum chargé avec 5 §.t'acétate de sodium comme seule source de
carbone et d'énergie avec le K®D, comme unique source de phosphore (R-P£€18
mg.LY. Par la suite chaque fermenteur est inoculé arpaes différentes pré-cultures
préalablement préparées a raison de 2.5%.
Les fermenteurs sont ensuite menés en mode bafdcuttés a une température de 30 °C
sous une agitation horizontale de 150 mpm.

Des prélévements a différents intervalles de ter@gsliers sont effectués pour suivre
la croissance bactérienne, ainsi que les concemtsaen phosphate, en suivant les mémes

étapes effectuées lors du suivi de la cinétiquketimination du phosphore par culture mixte.
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1. Réaction de déphosphatation par l'utilisation dune culture mixte

Dans cette partie, nous avons suivi I'évolutionlaeoncentration du phosphate, la
croissance bactérienne, et le pH en fonction dipseem choisissant 500 md-ld’acétate de
sodium comme source unique de carbone et d’énawgie le KHPO, et le KKHPO, comme
source unique de phosphore (PsB© 15 mg.L"). Les bioréacteurs ont été maintenus & 30 °C

sous agitation.

1.1. Suivi de la biomasse

Les résultats obtenus sont représentés sur leefitfoir qui montre la production de la

biomasse en fonction du temps d’incubation.
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Figure 15. Cinétique de la croissance d’une culhoiree

La figure 15 montre que la cinétique de croissautequatre phases principales :

I- La phase de latence durant laguelle le nombre de microorganismeteresnstant, elle

correspond a une phase d’adaptation des celllls @ouvel environnement en synthétisant
les enzymes nécessaires a la métabolisation degratshdisponibles. Cette phase de latence
est une phase d’ajustement pendant laquelle lasriescprocédent a des modifications dans

le but de pouvoir initier la phase de croissaiiiechanan et Klawitter, 1991)

II- La phase de croissance exponentielledite aussi phase de croissance maximale; ou les
microorganismes se développent et se divisentviidase maximale possible. lls se divisent

en doublant leur nombre a intervalle de temps régiifrescott eal., 2010)

Au cours de cette phase, le taux de croissanamastant. Il se traduit par une augmentation

exponentielle du nombre de cellules en fonctiotethps(Dens etl., 2005)
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lll- La phase de décélération ou phase de freinagd’insuffisance des nutriments ainsi que
I'accumulation des déchets entrainent un ralentissé de la croissance bactérienne. Le taux
de croissance par organisme décroit, c'est-a dedegtemps de génération moyen augmente.
On observe alors un début de plafonnement de laer@glulairg Mammeri, 2007.)

IV- La phase stationnaire: correspond a un arrét de la croissance, lareuéitieint alors sa
densité maximale. Le nombre total de microorganswiables reste constant. Ceci peut
résulter d’'un équilibre entre division et mort aédire.

Le ralentissement puis l'arrét de la croissancedus a I'épuisement d'une substance nutritive
ou a toutes autres modifications des propriétémilieu de culture le rendant impropre a la

croissance des micro-organisngésigustin, 1999)

1.2. Suivi de la concentration en phosphate

La croissance bactérienne est accompagnée d'unenation proportionnelle du
phosphate comme le montre la figure 16, qui repitéska variation de la concentration des
phosphates en fonction du temps.
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Figure 16. Cinétique de I'élimination des phospblaiar une culture mixte

La figure 16 montre que les microorganismes im@gudans le processus
d’accumulation des phosphates expriment une phaskatdnce de 8 heures. Cette phase
correspond a une période d'adaptation du microl@iotenilieu de culture. Cette adaptation
rapide est une conséquence logique a une biosgndres/matique accélérée par la culture
mixte. Cette situation pourrait bien résulter dimtelations synergiques entre les espéces

microbiennes co-cultivéés€ohen, 2011)
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Durant cette phase, le taux du phosphate assirsilée 'ordre de 17,44 %, cette
quantité sera utilisée par les micro-organismas @i subvenir a leurs besoins métaboliques
minimaux(Meinhold, 2001)

Aprés la phase de latence, I'accumulation des ptadsp débute d'une fagon
relativement rapide durant les 50 premiéres heares; une vitesse moyenne d’accumulation
de 0.31 mg.l.h™. Cette période d'accumulation semble correspondrela phase
exponentielle de la croissance microbienne ou lesroorganismes se multiplient
intensément. Ceci est confirmé par la présence rogbles microbiens dans tous les
fermenteurs qui n'apparaissent qu'apres 24 heliresibation.

Aprés 50 heures d'incubation, la concentrationpttesphates continue a diminuer. Sa
vitesse d’accumulation devient alors nettement phible, estimée & 0.052 mg-h™.
L’accumulation des phosphates s’arréte apres goerisortium microbien soit entré en phase
de latence. La vitesse moyenne d’accumulation Hesghates durant la phase de croissance

exponentielle est : Vo, = 0.215 mg.-.h™,

La déphosphatation s’arréte apres 78 heures deenramt. La concentration des

phosphates est alors de 1.32 mfy.te qui donne un taux de déphosphatation de 92.87%
1.2. Suivi du pH

Tout au long de la réaction d’élimination du phaaehpar culture mixte nous avons

suivi la variation du pH (figure 17).
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Figure 17. Variation du pH au cours de la réactiedéphosphatation par culture mixte
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Au cours de la réaction d’élimination du phosphaias avons observé une tres légere
diminution du pH dans tous les réacteurs qui es?.08 a 6.64. Ceci peut s’expliquer par

I'utilisation d’'un milieu nutritif suffisamment taponné.

La baisse du pH cytoplasmique au cours de la plnaesérobie est due a la dissociation
de l'acétate de sodium assimilé par le microbibte effet avec la diffusion d'acétate dans la
cellule puis sa dissociation, il en résulte uneidirion du gradient pH d'environ un’pour
chaque molécule d’acétate transportéee, 1993) Cette diminution du gradient de pH va
réduire la force proton motrice dont les celluleg tendance a la maintenir & un niveau

relativement constant.

Pour rétablir le gradient de pH cytoplasmique, LUmesctéries déphosphatantes
expulsent les protons de la cellule via une enzgegpe ATP-ase emtilisant I'énergie de la
dégradation des polyphosphat€omeau etl., 1986) et en relargant du phosphore dans la
liqueur mixte, ce qui se traduit par une augmeaoratiu pH du milieu extérieur (figure 18).

Au cours de la phase aérobie, la diminution du gttlae a la libération du dioxyde de
carbone et a I'accumulation du phosphate, en eléeix moles de protons sont pris avec
chague mole de phosphore accumul@erralta etal., 2006) La réaction de stockage de

polyphosphate peut étre décrite comme suit :

0.33K +0.33Mg" + 2H" + PQ* — Kgas+ Mgoas+POs+ H0

Pim M*
Ac” acetats; AcCoA: acetvl-CoA; H ™ proton; Hac, acide acétique; M "cation métallique ;
NADH: picotinamide adénine dinucléotide; PHB: pohv-hydrexybutnyrate; Fi: phosphate; polw
F: pohyphosphate; TCA: cycle des acides tricarboxsliques

Figure 18. Modeéle du métabolisme anaérobie degbestdéphosphatant@Someau eél.,
1986)
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2. Optimisation des parametres liés au milieu de ture

2.1. Influence de la concentration initiale de lacurce de carbone

Afin de déterminer l'effet de la concentration iaié de la source de carbone sur la
I’élimination du phosphate, ainsi que sur la cramg® microbienne, des expériences ont été
réalisées avec des concentrations initiales emmi@cde sodium de 1000, 2000, 3000 4000, et

5000 ppm, les autres parameétres étant fixes. Isedtags obtenus sont représentés ci-dessous.

2.1.1. Suivi de la biomasse
La cinétique de croissance microbienne des cultomigtes sur un milieu de culture

minimum avec différentes concentrations d’acétagesddium comme source unique de
carbone et dénergie a été suivie, en mesurantelsitt optique (D.O.) des différents
échantillons prélevés a partir des fermenteursuaetf a mesure de I'élimination biologique

du phosphate en fonction du temps. Ce qui a pettmisacer les courbes représentées par la

figure 19.
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Figure 19. Influence de la concentration initial@cétate sur la croissance

D’aprés les graphiques de la figure 19, la difféeepntre la concentration initiale en

biomasse et la concentration finakg proportionnelle a la concentration initialecétate.

Pour les cing concentrations d’acétate de sodigstéds, les phases de latence étaient
tres courtes, elles varient de 6 a 8 h. Ce résiétaiontre une adaptation plus au moins rapide

du microbiote a la source de carbone utili@émo etal., 1998 ;Randall etal., 1997)

On observe aussi que la concentration microbienigenante a partir de la huitieme

heure pour entamer la phase exponentielle, masda®taux de croissance différents.
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Pour des concentrations en acétate de 1000 ppr@, 3390, et 3000 ppm la croissance
microbienne atteint son maximum apres 60 heureswaliation avec des densités optiques de
0.34, 0.49, et 0.51 respectivement. Alors que plesrconcentrations 4000 ppm et 5000 ppm,
la concentration microbienne atteint sa valeur maie apres 80 heures d’incubation, avec
une densité optique de 0.55 pour la premiére cdrat@m, et de 0.59 pour la deuxieme.

De se fait, 'augmentation de la concentration étate pourrait entrainer celle de la
biomassédZafiri etal., 1999)

la durée des phases exponentielles des différenteses s’est avérée proportionnelle
a la concentration initiale en acétate, et duxérens 48 h, 62 h, 64 h, 66 h, et 74 h pour des
concentrations respectives en acétate de sodiufo@@ ppm, 2000 ppm, 3000 ppm, 4000
ppm, et 5000 ppm.

2.1.2. Suivi de la concentration en phosphate

Les résultats obtenus suite a I'étude de linfleenes différentes concentrations

d’acétate sur I'élimination biologique du phosphedet représentés sur la figure 20.

s [ A Etate de sodium]e= 1000 ppm
== Acetate de sodium]s= 2000ppm

[Acetate de sodium]s= 3000ppm
=g A cEtate de sodium],= 4000 ppm
== A cétate de sodium]s= 5000 ppm

Concentration du phosphate (mg L1

[ =] i [=)] [e:x]
1 1 1 1

Q 20 40 60 80 100
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Figure 20. Influence de la concentration initial@cétate sur la réduction des phosphates

Les cultures testées dans cette étude montrendtentpel d’élimination de phosphate

qui varie selon les concentrations d’acétate etiés

Au début de l'expérience, le microbiote impligué@siée processus d’accumulation du
phosphate exprime une phase de latence plus ausntounte, durant laquelle le taux
d’élimination du phosphate est relativement faipteir toutes les concentrations d’acétate.
Cela s’explique par une période d’adaptation disodium microbien au milieu de culture.
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Durant cette phase, le taux du phosphate assisitiléde220.90 %, 9.95 %, 11.16 %,
20.13 %, 13.03 % respectivement pour des concemtsatde 1000 ppm, 2000 ppm, 3000
ppm, 4000 ppm, et 5000 ppm d’acétate de sodium.

A partir de 20 heures, la concentration microbiesopimence a augmenter d’'une
facon significative, et s'accompagne d’'une accutiiade phosphate débutant d’'une fagon
relativement rapide. Cette période d’accumulaticemisie correspondre a la phase
exponentielle de la croissance microbienne. Lex td@ déphosphatation ainsi que les

concentrations du phosphate aprés traitement sgridupés dans le tableau llI.

Tableau Ill. Taux de déphosphatation obtenus aifehtes concentration d’acétate

de sodium
Concentration en Acétate | Concentration du phosphate Taux de
de sodium apreés traitement (mg.L?) déphosphatation (%)
1000 ppm 2.71 83.38
2000 ppm 1.16 93.08
3000 ppm 1.03 93.80
4000 ppm 0.64 96.19
5000 ppm 0.13 99.23

D’aprés ces résultats on constate que le taux ndi@dition du phosphate est
proportionnel a la concentration initiale en soudeecarbone. Ces résultats confirment les
travaux obtenus patustrian etl., (1997)

Une concentration de 5000 ppm d’acétate de sodidonaé le meilleur rendement de
déphosphatation qui atteint 99.23 %, avec unesatesoyenne d’accumulation de 0.19 mg.L

! !, ce qui a permis une élimination presque totalptthsphate.

Pour des concentrations de 4000 et 5000 ppm, neaussabtenus des concentrations
finales en phosphate de 0.64 mygt 0.13 mg.L! respectivement. Ces concentrations sont
nettement inférieures a la concentration considéodeme polluante qui est de l'ordre de 1
mg.L? (Rodier etal., 2009)

D’aprés ces résultats, nous pouvons dire que laerdration initiale en source de
carbone influence significativement la concentratdu phosphate apres traitement et par

conséquent la concentration du phosphate élifitnétrian etl., 1997)
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En effet pour des concentrations en acétate deirsode 1000 ppm, 2000 ppm, 3000
ppm, 4000 ppm, et 5000 ppm, la concentration desinatie €liminé était respectivement de
13.60 mg.[*, 15.59 mg.[}, 16.20 mg.[}, 16.61 mg.[*, et 16.90 mg.L.

Des résultats similaires en été rapportés@aete et Bosch (19949ui ont prouve
gu’une concentration de 200 ppm d’acétate abautiine concentration de phosphate éliminé
de 9 mg.L}, alors qu'une concentration de 5000 ppm donnedilenr rendement avec une

concentration beaucoup plus d'importante de I'og€0 mg.L-.
2.1.3. Suivi du pH

Tout au long de la réaction d’élimination du phasehpar une culture mixte et en
utilisant différentes concentrations de sourceatbane, nous avons suivi la variation du pH.

Les résultats obtenus sont représentés sur lafifur

e [ A Etate de sodium]e= 1000 ppm
sl [ A, CEtate de sodium]e= 2000 ppm

[Acétate de sodium]e.= 3000 ppm
== [ A CEtate de sodium]es= 4000 ppm
=g [ A cEtate de sodium]e= 5000 ppm

a 20 40 &0 80 100

Temps d'incubation (heures)

Figure 21. Influence de la concentration initidlecétate sur le pH.

Lors du suivi des cinétiques d’élimination du pHuesje, nous avons constaté une
baisse du pH dans nos réacteurs pour toutes lesemivations en acétate testées. Cette

diminution varie entre 7.12 et 5.89 durant leh80res d’incubation.

D’apres les graphiques représentés sur la figurde2@H diminue en fonction de la

concentration initiale en acétate de sodium.

En effet, le plus bas pH obtenu est de 5.89, cportant a la plus grande
concentration d’acétate étudier qui est de 5000.ggars qu'avec une concentration de 1000

ppm, le pH est de l'ordre de 6.41.
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2.2. Influence de la concentration initiale du phgshate

Plusieurs expériences ont été menées afin d’évalams nos conditions opératoires
I'influence de la concentration initiale du phostghaur le phénomeéne de la déphosphatation

biologique en utilisant 5 g-id’acétate de sodium comme source de carbone.

Nous avons ainsi mesuré, en concomitance la caatiem du phosphate, le pH et la
croissance en fonction du temps. Les expériencas réalisées avec des concentrations
initiales en P-P@® de 0 mg.[}, 5 mg.L'*, 10 mg.L*, 30 mg.L* et 50 mg.[*. Les autres
parametres étant fixes. Les différents fermentsord ensuite incubés dans un bain marie
agitateur & 30 °C en alternance d’'une phase anaéf@h) puis aérobie (4h). Les résultats

obtenus sont représentés sur les figures ci-dessous

2.2.1. Suivi de la biomasse

Afin de mieux comprendre le phénomeéne d’éliminatiariogique du phosphate, nous
avons suivis I'évolution de la cinétique de croissades cultures mixtes sur un milieu de
culture minimum avec différentes concentrations Ki¢,PO, comme source unique de
phosphate en mesurant la densité optique (D.O.ddiEsents échantillons prélevés a partir
des fermenteurs au fur et a mesure de I'éliminabiotogique du phosphate en fonction du

temps. Ce qui a permis de tracer les courbes remes par la figure 22.

06 - === [P-P 02" %]o= 0 ppm
== [P-P0:2"¥o=5 ppm
== [P-P0s " ¥s= 10 ppm
[P-PDs"%]o= 30 ppm
== [P-P0."%],=50 ppm

D.0. (600 nm)

a 20 440 &0 g0 100
Temps d'incubation (heures)

Figure 22. Influence de la concentration initialepthosphate sur la croissance.

Pour la concentration de 0 ppm de P;P0a courbe de croissance n'a pas évolué. Sachant
que le phosphore est indispensable au développesharia croissance des microorganismes,

donc son absence dans le milieu de culture s’aguite par une croissanceicrobienne
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faible, d’'une densité optigue maximale de l'ordee0.21. De ces résultats on peut suggerer
que I'absence de phosphate inhibe la croissandérame, méme en présence de quantité
suffisante de carbone organique et des autres gtématritionnels apportés par le milieu de
culture(Sathasivan etl., 1997)

D’aprés les quatre autres courbes, la phase dectatst presque inexistante (entre 2
et 4 heures), mais la concentration microbienne ncente a augmenter d'une facon

significative, a partir de la dixieme heure aves thix de croissance différents.

La durée des phases exponentielles des différecidtsires s’'est avérée étre
proportionnelle a la concentration initiale en phtwete, elles durent environs 48 h, 54 h, 57 h,

et 60 h pour des concentrations respectives erppatsde 5 ppm, 10 ppm, 30 ppm, 50 ppm.

Pour des concentrations en phosphate de 50 ppn30eppm, la croissance
microbienne atteint son maximum aprés 60 h d’'intiobhaavec des densités optiques de 0.53,
et 0.49 respectivement. Alors que pour des coragiomis de 5 ppm et 10 ppm, la
concentration microbienne atteint sa valeur max@megbrées 56 h d’incubation, avec une

densité optique de 0.43 pour la premiere conceaitrat de 0.45 pour la seconde.

De ces résultats, on constate que la concentratidiale en phosphate est
proportionnelle a la croissance microbieltikigsttinen etal., 1997)

Durant la phase exponentielle des quatre courbés man, 10 ppm, 30 ppm, et 50
ppm la concentration en phosphate suffit aux besométaboliques de la communauté
microbienne ainsi que son stockage. Au dela de, & hiveau de la croissance microbienne
stagne, ceci s’explique par un épuisement de lacecen carbone. Cette croissance linéaire

entre 60 h et 80 h correspond a la phase stati@nai
2.2.2. Suivi de la concentration en phosphate

Les résultats de la variation des cinétiques dedacentration en phosphate en
fonction du temps en utilisant différentes concatiins de P-P£’ sont représentés sur la

figure 23.

A partir des courbes ci-dessus on constate querleentration en phosphate diminue

mais avec des taux différents.

Pour la courbe représentant 0 ppm de BP@n observe une légére présence de
phosphate avec une concentration de 1.72 thgui disparait au cours du temps. Cela peut
s’expliquer par le relargage des polyphosphatealggniement accumulés par le consortium

microbien. Cette concentration sera par la suipddeanent utilisée par le microbiote pour
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subvenir a ses besoins métaboliques ce qui indeitdiminution presque totale du phosphate

dans le milieu avec une concentration finale d& &@.L* au bout de 80 h de traitement.

E0 et [P-P 0% o= 0 ppm
= [P-P 02 5= 5 ppm
e [P-P 02 %)= 10 ppm|
[P-P0s"%]e= 30 ppmi
= [P-P 05 %]g= 50 ppm

50

40

30

20

10

Concentration du phosphate (mg11)

[

20 40 &0 80 100

Temps d'incubation (heures)

Figure 23. Influence de la concentration initialepthosphate sur la cinétique de
déphosphatation.

D’apres les résultats obtenus on constate que u& the déphosphatation est

inversement proportionnel a la concentration itéten phosphate.

En effet, une concentration initiale de 5 ppm de@-= donne un meilleur rendement
de déphosphatation qui atteint un taux de 99.68V4¢ une vitesse moyenne d’accumulation
de 0.10 mg.I%.h?, permettant ainsi une élimination presque totalepHosphate avec une
concentration final de 0.027 mg-L

Pour des concentrations initiales de 10 et 30 ppm-PQ, on obtient un taux de
déphosphatation de 98.87 % et 93.91 % respectivienaemec des vitesses moyennes
d’élimination du phosphate de 0.15 mg.t*, pour une concentration de 10 ppm et 0.43
mg.L.h* pour 30 ppm. Aprés traitement les concentrationplesphate finales étaient de

0.14 mg.L*pour la premiére concentration, et 2.24 migpbur la seconde.

Une concentration de 50 ppm P-P@onne le plus faible taux de déphosphatation par
rapport aux autres concentrations testées qui edtodre de 71.09 % avec une vitesse
d’accumulation de 0.46 mg’ih™. Ce qui s’explique par le fait qu’avec cette corication le
consortium arrive a la phase stationnaire avantaifaéliminé la totalité du phosphate par
manque de temps et de nutriments (sources de @&rbGrest la raison pour laquelle, la

concentration de phosphate restante est de |'oeltiet.98 mg.L.
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A partir de ces résultats et dans ces conditiopgraxentales on peut conclure que la

concentration initiale en phosphate influence digaivement le taux de déphosphatation.

2.2.3. Suivi du pH
Le suivi du pH au cours de cette expérience nogeranis de tracer les courbes

représentées par la figure 24.

e [P-P 02 ]o= 0 ppmi
=== [P-P0s o= 5 ppm

[P-P0:"]o= 10 ppr|
8 [P-P 0. ]o= 30 pp)
—fp=[P-P 02 "]p= 50 ppm

a 20 40 &0 80 100

Temps d'incubation (heures)

Figure 24. Influence de la concentration initialepthosphate sur le pH.

Lors du suivi des cinétiques d’élimination du pHuese, une diminution du pH est
constatée dans nos réacteurs pour toutes les doataams en acétate testées, qui varient entre
7.11 et 5.80 durant les 80 heures d’incubation.

D’aprés les graphiques représentés sur la figurde2gH diminue en fonction de la

concentration en phosphate.

En effet, le plus bas pH obtenu est de 5.80, cporetant a la plus grande
concentration de phosphate étudiée qui est de B1) plors qu'avec une concentration de 5

ppm, le pH est de I'ordre de 7.09.

Les valeurs finales de pH obtenues pour des coratiems en P-P£’ de 0 ppm, 5
ppm, 10 ppm, 30 ppm et 50 ppm sont respectiveneiit@P, 6.98, 5.99, 5.91, 5.89.

D’apres ces résultats, on constate qu’en utilisaet concentration de 0 ppm la valeur
de pH n’a presque pas évolué (pH= 7.09), puisqd&hut de I'expérience le pH du milieu de
culture était ajusté a 7.00. Cela peut étre dladtugiui’en absence totale de phosphate, la
croissance microbienne n'a pas évolué et par coesdqil y'a eu absence des réactions
métaboliques influengant la valeur du pH danséesteurs.
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2.3. Influence de différentes sources de carbonerda déphosphatation biologique

Nous avons entrepris de vérifier le niveau de lghdéphatation biologique, ainsi que
la croissance microbienne par une culture mixtebolee activée dans des fermenteurs en
batch contenant un milieu de culture minimum (Tabl®, en présence de différentes sources
de carbone. Dans ce cadre, différentes culturesétintmenées en présence du glucose,

lactose, et du lactate & une concentration de %, g.L

Les fermenteurs sont ensuite incubés dans un baine nagitateur a 30 °C, en
alternance d’'une phase anaérobie (2h), suivie danase aérobie (4h). Des prélévements a
différents intervalles de temps ont permis de suévta fois la croissance microbienne, ainsi

que la concentration en phosphate.
2.3.1. Effet du glucose

Le suivi au cours du temps des fermenteurs contehaml™® de glucose comme
source unique de carbone a permis d’obtenir destaés représentés par la figure 25.

22 7 - 14
-
. 20
=l - 1,2
218
"
o 16 L
3 T
= 1 z
E 12 " 0.8 2 —w—Phosphate
= L=
g 10 - 06 _» =#=—Biomasse
- ]
= 8 -
'E 6 - 0,4
£ 4
g - 0,2
g 2
)
=~ 0 T T T T a

a 20 44 &0 20 100
Temps d'incupation (heures)

Figure 25. Influence du glucose sur I'éliminatianghosphate et sur la croissance.

D’aprés ces résultats, les microorganismes préseunte phase de latence tres courte,
ceci démontre une adaptation plus au moins rapalecas souches au glucose qui est
considéré comme une source de carbone facilemsimiteble (\Voet et Voet, 2005)Durant
cette phase, I'élimination du phosphate est maimoitante ; le phosphate a atteint un taux

d’accumulation de 11.15 %.

Apres la phase de latence, I'élimination du phospligmarre rapidement durant les

70 premiéres heures, avec une vitesse d’accumuldgo0,17 mg.L.h™ ot on a noté une
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perte moyenne de 20,62 % de la concentration lmitidu substrat. Cette période
d’accumulation semble correspondre a la phase exptie de la croissance microbienne,
ou les microorganismes se multiplient intensém@uaci est confirmé par la présence de

troubles microbiens dans tous les fermenteurs gpar@issent apres 7 heures d'incubation.

En effet le glucose est bien assimilé par le miotebdu fait qu’il a favorisé la
croissance cellulaire avec une densité optique 2leCes résultats concordent avec le fait que
ce monosaccharide facilement métabolisable estpblooglé lors de son transport dans le
cytoplasme, il devient le principal métabolite deglycolyse ou de la voie Entner-Douderoff
(ED) pour produire du pyruvate qui sera par laesadnverti en acétyl-CoA via leycledes
acidegricarboxyligueg§Wang etfal., 2002)

Dans la cellule bactérienne I'acétyl-CoA sert apiemaleux fonctions. La premiere est
la fourniture d'une réserve de proton et d'électpam la réduction de l'acétyl-CoA en
polyhydroxybutyrate (Asmlal, 1996). La deuxiéme est la production d'énergie par
transformation d'acétyl CoA en acétate ou lactatemlal, 1996 ; Jeon et Park, 2000 ;
Pijuana-Vilalta, 2004 Wang etal., 2002a ; Wang eal., 2002b) (Figure 26). Ce modéele
propose que les polyphosphates constituent uneesderphosphore pour la formation d’ATP
a partir de 'ADP(Asmlal, 1996)

Apres 80h d’incubation, le taux d’accumulation iat&1.22% avec une concentration
de phosphate restant de 3.82 mfy.Des résultats proches aux notres sont rapportésipat
al., (2004)avec un taux d’élimination de phosphate de I'odiEe©3 %.

Bl

| 2NaD | |2NaDH: | 2Nap | | 2NADH;
Glucose M 2 Acides Pyruviques M ';i 2 Acétyl-CoA +2 COa
EMFP/ED
-ADP
Polyphosphate s P | \\:

/
3

Acide acétique
ou
Acide lactigue

EMP : Voie Embden-Meyerthof-Pamas
ED : Voie Entner-Douderoff

Figure 26. Cheminement biochimique du stockagePd3 avec le glucose comme source de
carbongAsmlal, 1996)
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2.3.2. Effet du lactose

Le suivi de I'élimination du phosphate, ainsi qaetoissance bactérienne en présence

de 5 g.[* de lactose sont représentés par la figure 27.
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Figure 27. Influence du lactose sur I'éliminatianghosphate et sur la croissance

Pendant la phase de latence qui a duré presque @fiehlégére diminution de la
concentration du phosphate est constatée avecuxndiaccumulation de 8.36 % ; ceci
correspond a une phase d’adaptation du microbiotedeque que le systeme enzymatique
impliqué dans I'utilisation du lactose n’est pasduit d’'une facon constitutivgdale et Park,
2004)

En effet les microorganismes présents doivent asdar pénétration du lactose a
l'intérieur de leurs cellules, ainsi que son cligagn deux monosaccharides (glucose et
galactose) assimilables en produisant les deux neezp-galactoside perméase et ffa
galactosidase. Toutefois, la production de cesrmpgyest inutile quand le lactose n'est pas
disponible, donc cette activité enzymatique esuitedpar la présence du lactose dans le
milieu. Ce qui explique cette phase d’acclimatationmicrobiote au substréCooper, 1997 ;
Griffiths etal., 2002)

Aprés 24 h d’incubation, la croissance microbieangmente jusqu'a atteindre une
valeur maximale de densité optique de 0.29. Cafgmentation correspond a la phase
exponentielle, durant laquelle au dela de 60.6%%adoncentration initiale du phosphate est

éliminée par le microbiote de boue avec une \éteaccumulation de 0.15 mghh™.

A partir de 60 h, le microbiote entre en phaseatenkce ce qui se traduit par une

diminution significative du taux de microorganism@&0=0.10), aussi bien qu’au niveau
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d’élimination du phosphate qui atteint un niveaasgue constant. Le taux d’élimination du

phosphate durant cette étape est de 1.44 % ceftpierla mort cellulaire du microbiote.

2.3.3. Effet du lactate

La cinétique de croissance microbienne, ainsi queohcentration en phosphate des
fermenteurs contenant 5 ¢-Lde lactate de sodium comme source unique de cadiunété

suivies et représentées sur la figure 28.
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Figure 28. Influence du lactate sur I'éliminatiam ghosphate et sur la croissance.

D’aprés ces courbes, nous pouvons observer gumnbkodium microbien en présence
du lactate comme source de carbone présent une dhedatence plus au moins longue, qui
dure environs 48 h. Durant laquelle le taux d'éfiation du phosphate est faible 3.71 % avec

une vitesse moyenne d’accumulation de 0.053 thgL

Cette phase correspond a une période d'adaptatiomatobiote au lactate. En effet
lorsque le cycle de Krebs fonctionne en sens imversprésence de la fumarate réductase, la
cellule peut prendre le lactate a partir du miledérieur. Apres son assimilation, il sera
converti en polyhydroxyalkanoate (PHA) avec unescommation de polyphosphatédino
et Satoh, 2006)

Selon ce modéle le lactate sera transformé en piguvlia moitié de ce dernier sera
converti en acétyl-CoA et le reste en propionyl-C@Agure29), ce qui maintient I'équilibre
d'oxydo-réduction{Satoh efl., 1992) L'opération inverse du cycle TCA est nécessama p

consommer le surplus d'énergie produit lors deotaversion du lactate en acétyl-Coiino
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et Satoh, 2006)ce qui expliqgue probablement la durée relativeanh@mgue de la phase de

latence.

Selon Mino et al., (1994) une mole d'acide lactigue est transformée en PHA
principalement via le pyruvate puis I'acétyl-CoAy @,5 mole de NADH est produiteée
NADH possédant un pouvoir réducteur doit étre eatgent consommeé, sinon le
métabolisme cellulaire va finalement cesser, esoraide la perturbation oxydo-réduction

comme l'indique la figure 29.

Une voie métabolique additionnelle (la voie du rgitfalonyl-CoA) est utilisée pour
la consommation d’exces de NADHeon etPark, 2000)Cette voie indique une conversion
partielle du pyruvate en propionyl-CoA. Lorsque Vaie cyclique produisant l'acide
propionique est en fonction, I'oxaloacétate senaéoa partir du pyruvate par le transfert d'un
fragment G de méthylmalonyl-CoA au pyruvate, en consommastmolécule d’ATP. Cette
ATP est fournie par la dégradation de polyphosphatiele phosphore sera libéré dans le

milieu extérieuréYagci etal., 2003)

Grace a ces deux différentes voies, 0,5 mole de 8&ta synthétisé a partir de 1 mole
de lactate. L'ATP supplémentaire est nécessaire lgotransport de l'acide lactique dans la
cellule (Jeon efark, 2000)

En entamant la phase exponentielle, le niveaurdiéétion du phosphate augmente
considérablement, pour atteindre un taux de 78.51a¥%ec une vitesse moyenne
d’accumulation de 0.17 mgilh™. Cette forte élimination de phosphate s’accompatjuee
croissance microbienne remarquable qui atteintdemsité optique maximale de 0.31.
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Figure 29. Voie métabolique de la conversion diakecen PHAJeon ePark, 2000)
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Les différentes sources de carbone utilisées porucher le milieu synthétique ont
considérablement influencé la croissance, ainsil'gtfecacité de I'élimination du phosphate

par culture mixte.

En présence d’acétate, qui a été choisi commesale carbone principale durant la
réalisation des différentes expériences, il esstié qu’il a donné un rendement maximal
d’élimination du phosphate avec un taux qui att®8h3 %, et une vitesse d’accumulation de
0.19 mg.L .h? .La croissance microbienne optimale est d’une iteptique de 0.63. A la

fin de la déphosphatation, la concentration du phate restant est de 0.13 mig.L

Les quatre sources de carbone utilisées (acétatmsg, lactose et lactate) ont permis
une croissance optimale de toutes les culturesesitdstées. La plus importante croissance
est obtenue par le glucose, avec une densité eptigu.2, suivi du I'acétate avec une densité
de 0.63, alors que celle du lactose est de 0.3peri@ant le lactate a présenté une densité
optique de 0.29.

Concernant le taux d’élimination du phosphate, pdoutes les sources de carbone
utilisées l'acétate a donné le meilleur rendemertain taux de 99.23 %, suivi du lactate
avec un taux de 78.51 % puis du glucose 71.22%nfat le lactose 61.05 %. Les résultats
obtenus sont conformes aux travaux de plusieunxiobers(Hollender etal., 2002 ; Kargi et
al., 2005 ; Krishnaswamy etl., 2009; Krishnaswamy etl., 2011)

D’aprés nos résultats, I'acétate et le lactate gerimis une bonne élimination du
phosphate par rapport aux autres sources de cadbitinées (glucose et lactose). Ce qui est
également en conformité avec la littérature quiémantré que les acides gras volatils a
courtes chaines comme l'acétate, le lactate, Ipipnate, et le butyrate sont les substrats les
plus favorables a la déphosphatation biologigismlal, 2006 ; Rustrian eil., 1997)

Parmi toutes les sources de carbone utiliséesmentd’acétate a permis d’avoir une
concentration en phosphate aprés traitement derfgli3* une concentration relativement au
dessous de 1 mglL Ceci refléte un traitement satisfaisant vu quecdacentration en
phosphate est dite polluante au dela de 1 th@Rbdieretal., 2009)

Pour les autres sources de carbone utilisées t@actflucose et lactose) les
concentrations finales en phosphate obtenues sspéctivement de 3.82 mg.14.22 mg.[*
et 6.8 mg.-.
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5. Analyse microbiologique
5.1. Isolement des microorganismes responsablesldaléphosphatation
5.1.1. Résultats de I'étude macroscopique

L’isolement des microorganismes impliqués danshiEnpmeéne de ldéphosphatation
biologique a donné huit souches bactériennes atspeacroscopiques différentint quatre
d’entres elles sont pigmentédnus ces isolats sont capables de se développemsunilieu
minimum solide contenant I'acétate de sodium corsmée source de carbone. Les résultats

obtenus sont regroupés dans le tableau IV.

Tableau IV. Résultat de I'étude macroscopique démnies isolées.

Criteres
Souches R . p .

Diametre | Chromogénese  Forme | Elévation Contou Opaé | Surface| Consistance
SA 2mm verte Circulairg Convexe  Régulier Opaque LisseMuqueuse
SB >1mm Marron clair | Circulaire Convexeé Régulier Tihaogle | Lisse Muqueuse
SC 1mm Créme Circulaire Convexe Régulier Translugide issé Mugueuse
SD 1mm Creme Circulaire  Convexe  Régulier Opaque LisseMuqueuse
SE 1-2mm jaune Circulaire  Convexe  Régulier Opaque digs Visqueuse
SF 1-5mm | Blanc - grisatrg  Circulaire Convexe Réguliefranslucide| Lisse Crémeuse
SH 1-2mm Créme Circulaire  Convexe Régulier Opaqgye eligs Muqueuse
SJ 1mm jaune Circulaire  Convexe Régulier Opaque LisseMuqueuse

5.1.2. Résultats de I'étude microscopique

L’'observation microscopique est réalisée suivanixdétapes : observation a I'état

frais et coloration de Gram qui nous ont conduits Esultats rassemblés dans le tableau V.

L’observation microscopique a I'état frais des smscbactériennes isolées montre que
5 souches sont des bacilles, alors que 3 souclmégiss coccobacille®armi les 8 souches
isolées, 5 d’entres elles sont mobiles, tandislegi® restantes sont immobiles.

L’observation microscopique apres coloration denGravele que toutes les souches,

aussi bien les bacilles que les coccobacilles, de@ram négatif.
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Tableau V.Résultat de I'étude microscopique des souchesasolé

Etat frais Coloration de Gram
Souches
Mobilité Regroupement Forme Gram
SA + Isolées en paire Bacille -
SB - Isolées en paire, et er Bacille -
chaines courtes
SC - Isolées en paire, et en Coccobacille -
courtes chainettes
SD + Isolées Bacille -
SE + Isolées, et en paire Bacille -
SF + Isolées, et en paire Coccobacille -
SH - Isolées en paire, et en Coccobacille -
chaines courtes
SJ + En chaines courtes Bacille -

5.1.3. Résultats des tests biochimiques
Les résultats des tests biochimiques sont regradgues le tableau V1.

La souche (SA) est un bacille Gram négatif, oxyd@de présente unemobilité
polaire, aérobie stricte a métabolisme oxydatif. Elle pibda pigment diffusible sur gélose
nutritive (coloration verte). Cette souche préseme réaction positive avec le King B et avec
le King A, elle produit donc la pyoverdine ainsiegla pyocyanine. De plus, une odeur

caractéristique de la fleur de seringa s'exhaleedecultures.

La sécrétion de ces deux pigments est caractémstips bactéries du genre :
PseudomonasCes observations ont fortement orienté le diagmes I'identification de la
souche vers I'espedeseudomonas aeroginosaeule capable de produire ces deux pigments,
les autreg®seudomonasynthétisent seulement la pyoverdifevorkinet etal., 2006 ; Joffin
et Leyral, 2005)

Pour les sept souches restantes les résultatetded’ macroscopique, microscopique
ainsi que les tests biochimiques préliminaires mmitsorientés vers ['utilisation des galeries

API1 20 NE destinées aux bacilles Gram négatif midrebactéries.
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Tableau VI. Résultats des tests biochimiques déeintes souches isolées.

Souches
Tests SA| SB[ SC| sD| SE SF| SH SJ
o | Type respiratoire AS AS A$S A5 A5 AAF AS AS
E >
£ I Catalase +] o+ 4 - - + +H o+
o o
R Oxydase u B B I + o
‘O C
=0 Nitrate réductase + + + + 1 + + +
Milieu MEVAG OX |OX | OX | OX | OX | OX/F | OX | OX
Glu. - - - - - + - -
(IQ Lac. /Sac. - - - - - + - -
2 |2 H,S e
o =
5 | = Gaz T ] = - = - -
S
IS) ONPG - - - - - = - +
o
g Citrate perméase + - 1 + 1 + +
S Mannitol + - - ? - + - -
= LS annito
g 2 §§ Mobilité + - - + + + - +
= S = Gaz - - - - - + - -
Sx 2 VP A I + -
53
$0% RM - - - - - + - -
_ ADH + | -] -1 -1 - - - -
=
o - g LCD - - - - - + - -
53 == oDC N
Sg
S 5 Uréase - - - - - - + -
o 5 Q
=9 3835 TDA N e
=52l
- indole - - - - - + - -
King A + |ND|ND |ND|ND| ND | ND|ND
King B + |[ND|ND|ND|ND| ND | ND|ND
(+) : Résultat positif. Lac : Lactose. ABérobie stricte.
(-) : Résultat négatif. Sac : Saccharose. OX : Oxfidat
ND : Non déterminé. Glu : Glucose. F : Fermentati

AAF : Aéro-anaérobie facultatif.
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5.1.4. Résultats des Galeries API 20 NE
-La souche SA

Apres l'addition des réactifs nitrite 1 et nitrie on a noté I'absence d’'une coloration
rouge ; signe de I'absence des nitrites dans lemiNéanmoins, ce résultat ne signifie pas
que la souche ne possede pas une nitrate réduEtaseffet, I'ajout de la poudre de zinc,
capable de réduire les nitrates du milieu, n’a méomiucune coloration. Cette observation
signifie que la souche possede une nitrate rédaittas active, capable de réduire les nitrates
du milieu au-dela des nitrites, jusqu'au stade aleggzce dernier est bien signalé par la
formation des microbulles. La souche ne produit gasdole. Elle oxyde le glucose, le

mannitol, le N-acétyl-glucosamine, le gluconategdprate, I'adipate, le malate et le citrate.

Les tests d’assimilation montrent qu’elle n’assenpas l'arabinose, le mannose, le
maltose, I'adipate et le phenylacétate. Une répqusative est obtenue pour les tests de
I'arginine dihydrolase, I'uréase, et I'hydrolyse ldegélatine. Par contre, une réaction négative
est obtenue pour le test de I'esculinase €t tagalactosidase. Le profil numérique obtenu
permet l'identification de la souche SA comme étaRtseudomonas aeruginosa (Tableau
VII).

La souche (SA) est selon le résultat du King A @gkB unePseudomonas aeruginosa

pyocyanine {) pyoverdine €), cela a confirmé notre suggestion.
-La souche SB

La souche SB posséde une nitrate réductase cagahiéduire le nitrate, jusqu'au
stade diazote, cela est prouvé par I'absence deatmn méme apres I'ajout de poudre de
zinc. Elle ne produit pas d’indole et ne fermentes ge glucose. Cette souche permet
I'hydrolyse de la gélatine, mais elle ne possedeyre argénine dihydrolase, une uréase, une
esculinase, ni une para-notrophény-galactopyraassidlLes tests d’assimilation montrent
gu’elle assimile seulement le malate. Le profil duigque obtenu permet d’identifier la

souche SBEomme étant Moraxella lacunata (Tableau VII).

-La souche SC

La souche SC est oxydase négative. Le test MOntre gu’elle réduit le nitrate
jusqu'au stade NElle ne produit pas d’'indole et ne fermente gagllicose. Elle n’hydrolyse
pas la gélatine et ne possede pas une esculimaseP?NPG-hydrolase, une uréase ni une
arginine dihydrolase. Les tests d’assimilation memt qu’elle assimile l'arabinose, le
caprate, le malate, et le citrate seulement. L&lpromérique obtenu permet I'identification
de la souche SC comme étaAicinetobacter junii/ johnsonii (Tableau VII).
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La croissance de cette souche sur gélose nutétid/e °C, a pu déterminer qu’il s’agit
d’Acinetobacter junii jcar Acinetobacter johnsonie se développe que dans une gamme de

température qui varie entre 15 °C et 30(B@vorkin etal., 2006)

-La souche SD

La souche SD montre qu’'elle est capable de rédieiingrate en nitrite, cela se traduit
par I'apparition d’une couleur rouge apres l'ajodies réactifs nitrite 1 et nitrite 2. Cette
souche ne produit pas d’'indole et ne fermente @atulcose. Elle n’hydrolyse pas la gélatine
et ne posseéde pas une esculinase, une PNPG-lsgjralae uréase ni une arginine
dihydrolase. Les tests d’assimilation montrent be’'assimile le gluconate, I'adipate, le
malate, le citrate et le phényl-acétate. Le prafinérique obtenu permet I'identification de la

souche SD comme étanAltcaligenes denitrificans (Tableau VII).
-La souche SE

La souche SD posséde une nitrate réductase tigs,azpable de réduire les nitrates
du milieu au-dela des nitrites, jusqu'au stade algzelle ne produit pas d’indole et ne
fermente pas le glucose. Elle posséde une escejind&is pas une uréase, ni une arginine
dihydrolase, ni une PNPG-hydrolase. Les tests mrlsdion montrent qu’elle assimile le
glucose, le mannose, le N-acétylglucosamine et &tose. Le profil numérique obtenu
permet lidentification de la souche SD comme étar@phingobacterium spiritivorum
(Tableau VII).

- La souche SF

La souche SF posséde une nitrate réductase cajmbdeluire le nitrate en nitrite. Elle
produit I'indole et fermente le glucose. Cette smipermet la dégradation de I'esculine, mais
elle ne posséde pas une argénine dihydrolase, eniutéase, elle hydrolyse la gélatine, et
posséde une para-notrophény-galactopyranosidasetekts d’assimilation montrent qu’elle
n'assimile pas uniquement le caprate et l'adipate. profii numérique obtenu permet

d’identifier la souche SEomme étanferomonas hydrophila/ caviae (Tableau VII).

La capacité de cette souche a fermenté le glusosenilieu TSI, ainsi que sur la galerie API
20NE, nous permet de suggérer qu’il s'agit Akromonas hydrophila Car A. caviaene

fermente pas le glucog&arrity etal., 2005)

-La souche SH
La souche SH est oxydase négative. Le test MOntre qu’elle réduit le nitrate en

nitrite .Elle ne produit pas d’'indole et ne fernmempias le glucose. Elle n’hydrolyse pas la
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gélatine et ne possede pas une esculinase, niPWRG-hydrolase, ni une arginine

dihydrolase. Mais elle a une uréase. Les testssid@ation montrent qu’elle assimile le

glucose, le mannose, le caprate, le malate, letejtet le phényl-acétate. Le profil numérique
obtenu permet l'identification de la souche SH camétant :Acinetobacter baumannii/

calcoaceticus (Tableau VII).

La culture de cette souche sur gélose nutritive 1a°@, n'a pas permis son
développement, ce qui nous permet de suggérergjaglt d’Acinetobacter calcoaceticusu
qu’elle croit entre 15 et 37 °C. En revancheinetobacter baumannse développe a une

température qui varie entre 15 °C et 44(P@vorkin etal., 2006)

-La souche SJ

La souche SJ montre qu’elle est capable de rédriinitrate jusqu'au stade diazote,
elle ne produit pas I'indole et ne fermente paglleose. Elle n’hydrolyse pas la gélatine et
ne possede pas une uréase ni une arginine dihgdratais elle est dotée d’'une esculinase, et
d’'une PNPG-hydrolase. Les tests d’assimilation meomtqu’elle assimile le glucose, le N-
acétylglucosamine, le maltose, le gluconate. Le filpraumérique obtenu permet
I'identification de la souche SJ comme étagphingomonas paucimobilis (Tableau VII).

Au total, il ya eu huit souches isolées a parts déférents réacteurs inoculés afin de
suivre les cinétiques d’élimination du phosphateyramélange de boues activées provenant
de la station d’épuration des eaux usées de la WdlKhenchela. lls ont été identifiés comme
étant Pseudomonas aeruginosa, Moraxella lacunata, Acheatter junii, Alcaligenes
denitrificans, Sphingobacterium spiritivorum, Aeromonas hydrophilécinetobacter
calcoaceticus,et Sphingomonas paucimobiliesn utilisant divers tests biochimiques ainsi
qgu'aux galeries APl 20NE. Des résultats similamas été rapportés par plusieurs recherches
(Cai, 2007 ; Sarioglu, 2005Sidate etal., 1999 ; Srivastava et Srivastava, 2006)

La comparaison des especes isolées avec ceuxadsssbactériennes publiées dans
le "Bergey’s Manual of Systematic Bacterioldgypermis d'affecter les especes a différentes
classes comme suit :

Cing souches de ces isolats qui séwinetobacter junii, Acinetobacter calcoaceticus,
Pseudomonas aeruginosa, Moraxella lacunaigAeromonas hydrophilappartiennent a la
classe dessammaproteobaterigandis queAlcaligenes denitrificansemble appartenir a la
classe deBetaproteobacteriaalors queSphingomonas paucimobilappartient a celleles
Alphaproteobacteriaet finalementSphingobacterium spiritivorurappartient a la classe des
Bacteroidia(Dworkin etal., 2006 ; Garrity, 2005)
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Ces résultats prouvent la richesse de la biodiéed®s boues activées de la Ville de
Khenchela. lls montrent également que Rr®teobacteriasont les plus abondants avec
environs 87.5% de toutes les souches isolées. éxedtats similaires ont été rapportés par
Christensson eal., (1998) qui montre quees Proteobacteriasont les plus abondants et
représentent plus de 50 % de touts les microosgees présents, lors des analyses effectuées
dans cinq différentes stations d’épuration d’eateus

D’aprés nos résultats la classe la plus importastecelle de§Sammaproteobateria
avec cing espéces isolées, tandisie plusieurs recherches ont montré que les
Betaproteobacteriasont en revanche les plus fréequemment isoléasid etal., 1999;
Kawaharasaki &dl,. 1999 ; Levantesi &l., 2002 ; Mudaly eal., 2000 ; Wagner &il., 1994)

Tableau VII.Résultats d’identification des espéces bactériepaegalerie API 20 NE.

Souches

Test SA SB sC SD SE

n
b
2
I
wn
-

NO3 + + + + +

TRP - - - - -

+ |+ +
1
1

GLU

ADH

+|+ |
1
1
1
1
1
1
1

URE

1
1

1

+

+ |1
1

+ |1

ESC

+ |1
1

1

1

1

GEL

PNPG - L - -

+

1

1

1

+ 1

GLU

ARA

1
+

MNE

MAN

+ |+
1
1
1

NAG

1

1

1
+|+ ]

MAL

1
1
1
+ |1
FlH ||+ ]+ +]
+
1

+ |1
1

GNT

++ |
[
=+ |1
1

1

+ |1
1

CAP

ADI

MLT

CIT

+|+ ]
1

+|+]0

[+ [+
LI I |

++ [+

++ [+
1

PAC - - -

OoX + + - + +

+

- +

nuzrgrfiithue 1354575 1010204 1001051| 1000467| 1442304| 7467747 1242053| 1460704

Similitude 100% 55.3% 78.8% 82.6% 49.8% 94.1% 42% 98.3%

Identification T.B. T.B. B. T.B. Pas B. B. Pas B B.

T.B : Trés bonne,
B : Bonne,

Pas B : Pas bonne.
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6. Réaction de déphosphatation par I'utilisation dine culture pure
La présente étude est réalisée pour déterminer clsacités d'accumulation
individuelles des différentes souches bactériensel®es au fur et a mesure du suivi du

processus d'élimination du phosphate.

L'objectif de cette partie d’étude est d'essay@ndlir des parametres représentatifs de
la capacité d’accumulation du phosphate par diffi@® cultures pures afin d'établir si oui ou

WYY

non I'accumulation du phosphate est une proprggéifiqgue d'un groupe bactérien.

6.1. Elimination du phosphate par une culture pured’ Acinetobater junii
Le suivi des fermenteurs inoculés par une cultunee pd/Acinetobacter juniien
présence de 5 gld'acétate de sodium comme source unique de carbous a permis

d’obtenir les résultats représentés sur la figlre 3
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Figure 30. Suivi de la concentration en phosphtatke éa croissance bactérienne avec une
culture pure dAcinetobacter junii.

L’'absence de la phase de latence dans le grapbgjuhie au fait que des pré-cultures
d’Acinetobacter juniisont lancées préalablement afin d’adapter la sopchie a I'acétate ;
donc les cellules prélevées pour I'ensemencemesitrél@cteurs étaient au point de «mi-
croissance».

Les graphiques montrent que la croissance et llaatation du phosphate sont liées,

et évoluent simultanément mais d’une facon inveesgrproportionnelle.

A partir des premieres heures, I'élimination du gpttate démarre d’'une maniére
rapide, avec une vitesse d’accumulation de 0,21.ig", ol on note une perte moyenne de

72.53 % de la concentration initiale du phosph@tdte période d’accumulation correspond a
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la phase exponentielle de la croissance microbie@eei est confirmé par la présence de
troubles microbiens dans tous les fermenteurs ppamissent apres 3 heures d'incubation.
Durant cette phase, la densité optique atteint alauv maximale de 0.65, aprés 50 h

d’incubation.

Au-dela de 60 h, les bactéries entament la phaserstaire durant laquelle la vitesse
d’accumulation de phosphate diminue, et atteintwaieur de 0.13 mg:th™* avec un taux de
déphosphatation de 58.38 %.

Le suivi de cette cinétique a permis de montrecdpacité dAcinetobacter juniia
accumulé le phosphate avec un taux de 76.72C86i est en conformité avec d'autres
recherches qui rapportent que différentes espguesrteanant au genwkcinetobacteront la
capacité d’élimination du phosphgtoswell etal., 2001 ; Ghigliazza etl., 1998 ; Kim et
Pagilla, 2002 Rustrian etl., 1997 ; Srivastava et Srivastava, 2008)

La concentration de phosphate éliminée aprés naité est de I'ordre de 13.45 m§.L
des résultats proches aux nétres avec des contiemsrde 14 mg.t et de 18.50 mg.L sont
rapportés patCloete et Bosch (1994t Momba et Cloete (1994gspectivement.

Cloete et Bosch (1994)nt travaillé aussi dans les mémes conditionss ragec
d’autres souches appartenant au méme genfeinetobacter Iwoffii, et Acinetobacter
johnsonnii.lls rapportent une concentration en phosphate géenile I'ordre de 16 mgliet
20 mg.L* respectivement. Des résultats proches au notrgilsant la souchécinetobater
juni.

6.2. Elimination du phosphate par une culture purede Pseudomonas aeruginosa

La cinétique de croissance bactérienne, ainsi gusbhcentration en phosphate des
fermenteurs inoculés par une culture purédeudomonas aeruginosa présence de 5 g-L
d’acétate de sodium comme seule source de carbuneét® suivies et représentées sur la

figure 31.

Selon les graphiqueBseudomonas aeruginoséa pas présenté une phase de latence,
ceci peut étre expliqué par le fait que I'inoculbactérien utilisé pour inoculer les différents
réacteurs a été pré-enrichit préalablement damaéme milieu de culture utilisé pour les

fermenteurs en batch, ce qui a éliminé la phadatdece(Gobsi, 2007)

Durant la phase exponentielle, le niveau d’élimoratdu phosphate est relativement
important, il atteint un taux de 60.02 % avec untesge moyenne d’accumulation de 0.23

mg.L1.h. Cette forte élimination de phosphate s’accompatjnee croissance microbienne
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qui atteint une densité optigue maximale de 0.1ds @sultats montrent que la souche

Pseudomonas aeruginosat capable d’accumuler le phosphatecoste eal., 1981)
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Figure 31. Suivi de la concentration en phosphtatke éa croissance bactérienne avec une
culture pure déseudomonas aeruginosa.

A partir de 72 h, le consortium bactérien entrgpkase stationnaire, durant laquelle le
taux d’accumulation de phosphate a significativeintiéminué pour atteindre une valeur de
31.34 %, avec une vitesse de 0.18 ridil. Selon ces résultats on remarque que
I’élimination du phosphate a cessé d’évoluer dudae durant cette phase le nombre total de
bactéries viables reste constant ; résultant djuiliére entre division et mort cellulaire. Cela
est confirmé par une densité optique constante detOut au long de cette phase qui a duré

environs 8 heures.

Durant les quatre-vingt heures d’incubation, lextdiélimination du phosphate est de
61.78 %, un taux moins important de I'ordre de 28$trapporté par une autre recherche qui
a étudié la méme souche en utilisant 1'gllacétate de sodiurtSarioglu, 2005) Alors
qu’en étudiant une autre souche qui Bseudomonas putid®lubyana-John et Letsamao,

(2007)ont trouveé un taux de déphosphatation de 34 %.

Le suivi de la cinétique de déphosphatationRsgudomonas aeruginosaontre que
la concentration en phosphate éliminée aprés rmaite est de 12.59 mg'L Un résultat
proche est obtenu pasidat etal., (1999) aprés I'étude d'une souche @seudomonas
fluorescensavec une concentration de 20.60 mf.len revanche avec la méme souche
Momba et Cloete (199@nt eu une concentration de phosphate éliminééodiré de 28.50

mg.L? .
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6.3. Elimination du phosphate par une culture purede Moraxella lacunata

Le suivi des fermenteurs inoculés par une culturee e Moraxella lacunataen
présence de 5 glld’acétate de sodium comme source unique de carimows, a permis de
tracer la courbe de la cinétique de croissanceébanne, ainsi que la concentration en

phosphate. Les résultats obtenus sont représeantés figure 32.
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Figure 32. Suivi de la concentration en phosphtatke éa croissance bactérienne avec une
culture pure déoraxellalacunata.

D’apres le graphique on constate que la sollbeaxella lacunatgprésente une phase
de latence plus au moins importante d’environ 2érée durant laquelle la densité optique
varie de 0.02 jusqu'a 0.04, alors qu’elle a subpréenrichissement pendant 24h. Cela peut
étre d0 au fait que plusieurs espéces appartenamfeare Moraxella ont des exigences
complexes aux facteurs de croissafieeorkin etal., 2006)

Généralement elles sont isolées sur des milieusifsgées enrichis en sang (gélose au
sang, gélose chocolat, gélose au sang cuit, géloseolat poly-vitaminée) pour favoriser
leurs croissancg$sreenwood, 2007 Cependant certaines espéces poussent facileoreum s
milieu simple contenant une seul source de carlmoganique et d'énergi®workin etal.,
2006)

Selon Garrity et al., (2005) deux sous-espéces ddoraxella lacunataont été
reconnues :
- Moraxella lacunata subsp. Lacunata
-Moraxella lacunata subsp. Liquefaciens
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Les différentes exigences nutritionnelles et défds profils d'acides gras cellulaires,
ainsi que la variation des loci enzymatiques desdas-espece, suggerent que ces deux

bactéries normalement occupent des niches écolegjidjiférentes.

M. lacunata subsp. lacunag@eut normalement croitre sur un milieu bien enralrec
des éléments nutritifs qu'elle avait la capacitésy&hétiser, mais au cours des éons, elle a
évolué et a perdu considérablement sa capacitéodgnthese. En revanchb]. lacunata
subsp. liquefaciengpeut croitre sur un milieu déficient en certaingriments, et elle a évolué
en synthétisant des facteurs de croissance noni$opar le milieu, Cela explique sa capacité

de biosynthése relativement importafiarrity etal., 2005)

Ceci nous laisse penser que notre souche isolgeasiblemenM. lacunata subsp.
Liquefaciens vu que cette souche a eu la capacité de craitrengtre milieu de culture
minimum, aprés une phase de latence de 26 h, as dedaquelle elle a pu synthétiser tous
I'arsenal enzymatique indispensable pour la syethdes facteurs de croissances dont elle
avait besoin pour son développement. Cependanbrfirmation de notre hypothese sera
obtenue par l'identification phylogénique de nasiche par I'emploi des outils de génie
génétique.

Durant la phase de latence, I'espéce présentewnda déphosphatation de 8.32 %

avec une vitesse d’accumulation de phosphate @enogoLt.h2,

Au dela de 30 h d’incubation, la croissance baeté débute d’'une maniéere
significativement rapide, et atteint une densitéiqye maximale de 0.33 aprés 54 h. elle
s’accompagne d’'un taux d’élimination de phosph&el@.4% avec une vitesse moyenne de

I'ordre de 0.23 mg.L.h™. Cette phase a duré environs 26 h.

A partir de 72 h, la culture bactérienne entamphase stationnaire, ou la croissance
devient linaire ; la densité optique varie de 029.28. Durant cette phase le taux de
déphosphatation diminue, il est d'une valeur d804% avec une vitesse de 0.11 mgt™.

Apreés traitement la concentration en phosphatamesst de I'ordre de 5.33 mg-L

Le suivi de cette cinétigue montre gueraxella lacunataest capable d’accumuler le
phosphate avec un taux de 50.6 @eci est en conformité avec d’'autres recherches qui
rapportent que différentes especes appartenant eaue d/loraxella ont la possibilité
d’élimination de phosphat@®ao etal., 2007 ; Bitton, 2005 ; Merzouki et., 1999)

A la fin tu traitement, la concentration en phosphéiteiéée est de 12.6ng.L?, un

bY

résultat proche a celui-ci est observé avec l'étddéidat etal., (1999) qui montre des
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concentrations de phosphate éliminée de 'ordré5i8mg.L* et de 7.1 mg.t par deux

especes qui soMoraxella phenylpyruvicat Moraxellaspp. respectivement.

6.4. Elimination du phosphate par une culture pured’ Alcaligenes denitrificans
Le suivi des fermenteurs inoculés par une culture pl’Alcaligenes denitrificangn
présence de 5 gld'acétate de sodium comme source unique de carbous a permis

d’obtenir des résultats représentés dans la figBre
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Figure 33. Suivi de la concentration en phosphtatke éa croissance bactérienne avec une
culture pure dAlcaligenes denitrificans.

A partir des résultats des graphes de la figure @8,constate que la souche
Alcaligenes denitrificans’a pas présenté une phase de latence, vue lenpofiesement
gu’elle a subi 24 h auparavant, ce qui lui a perornie adaptation adéquate au milieu de

culture.

Au cours des vingt premiéres heures, la conceotrade phosphate éliminé est de
I'ordre de 6.08 mg.Ll. Ce résultat est en accord avec la recherchesééapaBao etal.,

(2007)qui rapporteune concentration de 6.43 mg.L

La croissance bactérienne débute avec une densitfue de 0.05 pour atteindre sa
valeur maximale de 0.59 au bout de 60 heures diatwon. Cette période correspond a la
phase exponentielle de la croissance microbienrlesohactéries se multiplient intensément.
Elle s’accompagne également d'une élimination iredatent rapide et importante du
phosphate qui atteint un taux de déphosphatatio®6d@8 % avec une vitesse moyenne

d’accumulation de 0.20 mgith™.
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Apres 72 heures d’incubation, la culture bactémerse stabilise a des densités
optiques qui varient entre 0.57 et 0.55, ce quiguel le début de la phase stationnaire, durant

laquelle le taux d’élimination diminue pour atteiadine valeur de 30.13 %.

Le suivi de cette cinétique indique que le taudiaiimation de phosphate est de 70.42
%. Alors que la concentration en phosphate élimapés traitement est de I'ordre de 13.45

mg.L™ . Ce qui confirme les résultats 8elat etal., (1999)qui était de 13.80 mgt

Le suivi des cultures des souches pures tellesAgireetobater junii,Pseudomonas
aeruginosa, Moraxella lacunataet Alcaligenes denitrificanmontre que ces bactéries étaient
capables de l'accumulation du phosphate sous falenpolyphosphates stockés dans des
granules métachromatiques situées dans leurs agtopk (Annexe 6). Ces inclusions ont été
mises en évidence par la coloration de Neisserli(g¥p précédemment). Ces résultats
confirment ceux des recherches précédefiies etal., 2007 ;Mubyana-John et Letsamao,
2007 ; Pauli et Kaitala, 1997%Sarioglu, 2005 ; Seviour at., 2003)

Les quatre espéces bactériennes testées pour dapexités d’accumulation du
phosphateAcinetobater juniiPseudomonas aeruginosa, Moraxella lacunata, etlijeaes
denitrificans) ont permis une bonne croissance dans le miliegultere minimum utilise,
mais avec des taux de croissances différents. wsipiportante croissance est obtenue avec
Acinetobater junii représentée par une densité optigue de 0.65, gliAdcaligenes
denitrificansavec une densité d@59, puisMoraxella lacunataavec une densité de 0.33,
cependant celle d@seudomonas aeruginostais de 0.14.

Acinetobater junii Pseudomonas aeruginosa et Alcaligenes denitrific@ost pas
présenté une phase de latence du fait du pré-ess#rhent qu’elles ont subi avant d’étre
inoculées dans les réacteurs en batch. Ceci canfieors adaptations rapides au milieu de
culture, indiquant que ce sont des bactéries ndgeartes. Alors que pouvioraxella
lacunataon remarque qu’elle a présenté une phase de éatemportante de 26 h, une durée
nécessaire pour son accoutumance a son nouveloengment et pour la synthése

enzymatique, vu que c’est une bactérie exige@nerkin etal., 2006 ; Garrity eal., 2005)

Durant la croissance des trois bactéries pendanphase exponentielle, Les
concentrations en phosphate dans le milieu dereuétuolue en parallele avec la croissance
bactérienne (Figures 30, 31, et 32).

Il apparait clairement, comme reporté parrentz et Hartemann (198éj Morohoshi
et al., (2003) que la plus grande consommation de phosphate @&eeuyéndant la phase
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exponentielle de la croissance des différentescespétudiées. Alors que pour la phase
stationnaire les trois especes ont continué d’actembe phosphate mais avec un taux moins
important. Les différents taux d’élimination de ppbate pendant la phase exponentielle et la
phase stationnaire par les souches pures testéaepoesentés sur le tableau VIII.

Tableau VIII. Taux de déphosphatation pendant kEsplexponentielle et stationnaire de la
culture de quatre souches pures.

. o Taux de déphosphatation | Taux de déphosphatation
Especes étudiees en phase exponentielle en phase stationnaire
% %
Acinetobater junii 72.53 48.38
Alcaligenes denitrificans 66.68 30.13
Pseudomonas aeruginosa 60.02 31.34
Moraxella lacunata 46.4 14.03

D’aprés les résultats du tableau VIII, ces valqueavent étre expliqguées par le fait
que pendant la phase exponentielle la croissandériEnne est maximale ce qui permet de
stoker une bonne quantité de phosphate. Alorsapsede la phase stationnaire, la croissance
s’arréte et le nombre de bactéries viables restestant. Ceci résulte d’'un équilibre entre
division et mort cellulaire et par conséquent urnmimution des taux d’élimination de
phosphatéBarton, 2004 ; Cohen, 2011)

Pour toutes les espéces bactériennes tedéasetobater juniia donné le meilleur
rendement avec un taux de 76.72 %, suigilchligenes denitrificanavec70.42 % puis de
Pseudomonas aeruginosaec un taux de 61.78 %, alors dderaxella lacunataa présenté
un taux de 50.6 %. Des résultats similaires aurespdémontrant une décroissance du taux
de déphosphatation successivement cheinetobater junii, Alcaligenes denitrifican,
Pseudomonas aeruginosa, et Moraxella lacunatat été rapportés par plusieurs travaux
(Sidate etl., 1999 ; Zafiri etal., 1999)
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Conclusion générale et perspectives

La présente étude entre dans le cadre d’'un pr&y& &ui porte sur I'élaboration de
nouveaux capteurs appliqués au contrdle et a japales polluants chimiques de I'eau.

L'objectif essentiel de notre travail est axé sigtude de la déphosphatation
biologique par le microbiote total des boues aetsyainsi que I'isolement et I'identification
des microorganismes dominants, responsables de b@itiéphosphatation. Nous nous
sommes également intéressés a I'étude et a la cappa de la capacité des différentes
souches isolées a éliminer le phosphate, afin éeoprde nouveaux biocapteurs a base de
bactéries sélectives pour la détection des phospltiins les eaux qui dépassent les normes.
Pour cela, des échantillons de boues activéeséldvés a partir du bassin aérobie de la
station d’épuration des eaux usées de la Ville den¢hela pour inoculer un milieu de culture

minimum ou I'acétate de sodium est la seule sodecearbone et d’énergie.

Les cultures discontinues, sont menées dans deserfiézurs miniaturisés en
alternance d’'une phase anaérobie (2h) durant lggles fermenteurs ont été mis dans une
jarre a bougie, suivie d’'une phase aérobie (4hjs meuber dans un bain marie agitateur a
une température de 30 °C sous une agitation ded0La concentration de phosphate est
mesurée par colorimétrie avec la méthode d’acideorbgjue. L’isolement des
microorganismes dominants est effectué a partimiieu liquide, au fur et a mesure de
'accumulation des phosphates. L’isolement estisidivne purification sur le méme milieu
minimum gélosé. L’identification des genres baetési responsables de la déphosphatation
biologique est réalisée par I'étude des -caracteresphologiques, physiologiques et

biochimiques des souches isolées, ainsi que pgalesies APl 20NE bio-Mérieux.

Les résultats obtenus montrent la capacité du inigt® isolé a éliminer le phosphate a
partir des boues activées. Prés de 92.87% deHeentration initiale du phosphate est

éliminée au bout de 80 heures, avec une vitessemeyd’accumulation de 0.215 mg.b™.

Nous constatons également que le taux d’éliminatien phosphate par culture
mixte est proportionnel a la concentration initid@ source de carbone. En effet une
concentration de 5000 ppm d'acétate de sodium ané&de meilleur rendement de
déphosphatation qui atteint 99.23 % au bout de 8Wnlubation, avec une concentration en
phosphate aprés traitement de 0.13 mgde qui refléte un traitement satisfaisant vu lgue

concentration en phosphate est dite polluante Buedel mg.L".
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L'étude de l'influence de différentes sources debecae sur la déphosphatation
biologique par culture mixte montre que I'acétatitoané le meilleur rendement avec un taux
de 99.23 %, suivi du lactate avec un taux de 78wfuis du glucose 71.22%, et enfin le
lactose 61.05 %. D’aprés ces résultats on conspageles acides gras volatils a courtes
chaines comme l'acétate et le lactate sont les tmubsles plus favorables a la
déphosphatation biologique.

L'identification des groupements microbiens impégudans le processus de la
déphosphatation biologique révele la présence diambre de huit souches identifiées
comme étant :Pseudomonas aeruginosa, Moraxella lacunata, Aclestter junii,
Alcaligenes denitrificans, Sphingobacterium spmotum, Aeromonas hydrophila,
Acinetobacter calcoaceticugt Sphingomonas paucimobili€es souches se sont montrées
capables de croitre sur un milieu minimum en w@#ilisl’'acétate de sodium comme seule

source de carbone et d’énergie.

Le suivi et la comparaison de la capacité des miffis souches isolées a éliminer le
phosphate a montré que ces bactéries étaient eapdlalccumuler le phosphate sous forme
de polyphosphates stockés dans des granules n@tatigues appelées volutines situées

dans leurs cytoplasméSerafim etal., 2002)

Il en sort que le meilleur taux de déphosphatapian culture pure est observé avec
Acinetobater juniiavec un taux de 76.72 %, suiviAdtaligenes denitrificanavec 70.42%,
puis dePseudomonas aeruginosaec un taux de l'ordre de 61.78 %, alors flaraxella

lacunataa présenter un taux de 50.6 %.

Ces résultats préliminaires indiquent donc la pmoigs d'utiliser ces souches
microbiennes isolées dans la protection de l'enmement. lls permettent également
d'envisager avec plus d’optimisme, l'atteinte abjéctif d'une accumulation complete et
rapide des phosphates des eaux usées. D’autargupiuse faut pas écarter la possibilité que
certains de ces souches puissent éliminer d'aym#sants organiques persistants dans

['environnement.

Cette étude montre aussi qu’il est possible d’emes des biocapteurs sélectifs
capables de détecter et de contrbler certains griuchimiques dans I'eau. Plusieurs
résultats ont été générés, mais la complexité ¢kt faisse le champ libre a une poursuite

ultérieure des travaux dans le domaine des biogegpte
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Certaines autres perspectives peuvent étre enesafi@ decompléter cette étude :

Identification avancée des souches isolées papl®@rdes outils de génie génétique,
aidera a déterminer de facon précise I'affiliatibes espéces microbiennes isolées a
partir de nos différents échantillons.

Optimisation du milieu de culture minimum pour uaecumulation rapide et totale
des phosphates.

Etude approfondies des différents facteurs inflaencl'efficacité d’élimination
biologique du phosphate.

Il serait également intéressant d’étudier et depamar I'accumulation des phosphates
par chacune des bactéries isolées, et de déterr@sevoies d’accumulation, et
d’affiner I'étude jusqu’au niveau moléculaire.

Elaboration de nouveaux biocapteurs sélectifs powlétection des phosphates dans
I'eau.

Analyse et détection d’autres polluants.
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Annexe 1 Protocole de dosage des orthophosphates paimétae
(Méthode d’acide ascorbique)

e Principe

En milieu acide et en présence de molybdate d’anmumgnles orthophosphates
donnent un complexe phosphomolybdique qui, rédaitlacide ascorbique, développe une
coloration bleue susceptible d’'un dosage spectmiguét Le développement de la coloration
est accéléré par I'utilisation d'un catalyseurtaddrate double d’antimoine et de potassium.

e Réactifs

— Solution d’acide sulfuriqued= 1,84) a 15 % environ en volume.
— Solution de molybdate d’ammonium & 40 g/L.

Molybdate d’ammonium tétrahydraté 20 g

Eau distilléeg.s.p.500 mL

Filtrer si nécessaire, a conserver en flacon dgdpioylene a 4 °C.
— Solution d’acide ascorbique a 20 g/L :

Acide ascorbique 2 g

Eau distilléeq.s.p.100 mL

A préparer chaque jour.

- Solution de tartrate double d’antimoine et de psitam a 2,8 g/L :
Tartrate double d’antimoine et de potassium 0,28 g

Eau distilléeq.s.p.100 mL

— Réactif combiné

Solution d’acide sulfurique 50 mL

Solution de tartrate double d’antimoine et de psitam 5 mL

Solution de molybdate d’ammonium 15 mL

Eau distilléeq.s.p.100 mL

Conserver le réactif au réfrigérateur a 4 °C

— Solution mere étalon a 50 mg/L de phosphore :

Dihydrogénophosphate de potassium desséché aalpecall’étuve a 100 °C 219,7 mg
Eau distilléeq.s.p.100 mL

Acidifier la solution par 1 mL d’acide sulfuriqgueld % avant d’ajuster le volume.

— Solution fille étalon a 1 mg/L de phosphore.

Diluer au 1/50 la solution précédente avec de ldiatillée au moment de I'emploi.



e Etablissement de la courbe d’étalonnage

Introduire dans une série de fioles jaugées del25 m

Numeéro de fiole T 1 2 3 4
Solution d’étalon de phosphore a 1 mig(ml) 0 5 10 15 20
Eau distillée (ml) 20 15 10 5 0
Correspondance en mg/l de phosphore 0 0.25 |05 |0.7b

Introduire dans chaque fiole 1 mL de solution diacascorbique, agiter, puis ajouter 4 mL de
réactif, mélangé soigneusement. Attendre 30 minatesabilisation de la coloration bleu et
effectuer les mesures au spectrométre a la longlieade de 700 nm ou 800 nm en cuve de
1 cm. Construire la courbe d’étalonnage.

* Mode opératoire

Vérifier le pH de I'échantillon qui doit étre compris entre 27etl’ajuster si nécessaire.
Introduire 5 ml d’eau dans une fiole jaugée de 25 puis ajouter 15 ml d’eau distillée,
ajouter 1 mL de solution d’acide ascorbique puigrpoivre comme pour I'établissement de
la courbe d’étalonnage. Tenir compte de la valeardour le témoin. Se reporter a la courbe
d’étalonnage.

» Expression des résultats

La courbe donne la teneur en phosphore, exprimémilbigrammes par litre pour le
volume de 20 ml. Pour calculer la concentratiorpdasphore pour la prise d’essai (5ml), on

utilise la relation @.V1=C,.V>..

y = 0,2591x
0,25 - R2 =0,9992

D.O. ( 700nm)

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
P-PO, mg.L

Courbe d’étalonnage du phosphate.



Annexe 2.Mesure de la densité optique

La mesure de l'opacification du milieu de cultut ane technique trés prisée pour
mesurer la biomasse, c'est-a-dire la masse bautérigeche présente par unité de volume.
L’absorbance ou la turbidité d’une culture est smivdéterminé par spectrophotométrie, ou
les micro-organismes jouent le réle d’une barrgnmgsique pour la lumiére. Si on choisi une
longueur d’onde bien déterminée le taux de la lvenigansmise par I'échantillon sera

proportionnel a la concentration des cellules prtesedans I'échantillon.

Pour déterminé la turbidité on utilise un spectaipmeétre qui exprime le plus

couramment ces valeurs sous forme de densité eptigi®.) définie comme suit :

A=log lo- I= el.C

A : Densité optique

| : Intensité de la lumiére incidente.

lo : Intensité de la lumiére transmise.

¢ : Absorbance molaire (absorbance d’une solutiori@wle/l dans une cuvette de dimension
de I=1cm).

C : Concentration molaire (mole/l).

| : Epaisseur de la cuve (cm).

Principe de Beer Lambert



Annexe 3.Synthése et degradation des Polyhydroxybutyrates

l Sources de carbone ]

I
I
;
[ AcétylCoA ]

»~

L 4

l Acétoacétyl-CoA ]

&
NADHH CoA-SH
Napp (T
l B-hydroxyvbutyryl-CoA J [ Acétoacétate J
3
NADH
=
CoA-SH
& NAD
l Poly-B-hydroxybutyrate JI :Il B-hydroxybutyrate ]

— 4 Synthése des Polyhydroxybutyrates.

— % Démadation des Polyhydroxybutyrates.




Annexe 4.Tableau de lecture de la galerie miniaturisée APNE

Résultats
Tests Substrats Enzymes/Réactions Négatif Positif
Réduction des nitrates NIT1+NIT2/5mn
NO3 | Nitrate de potassium en nitrites Incolore ‘ Rose-rouge
Réduction des nitrates ZN /5 mn
en azote Rose | Incolore
TRP/3-5mn

TRP Tryptophane Formation d’indole Incolore Goutte rouge
GLU Glucose Fermentation Bleu a vert Jaune
ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Orange/rosafequ
URE Urée Uréase Jaune Orange/rose/rouge
ESC Esculine Hydrolyse Jaune Gris/marron/noir
GEL Gélatine Hydrolyse Pas de diffusion du Diffusion du

pigment pigment noir
PNPG p-nitro-phényl- B-galactosidase Incolore Jaune

pDgalactopyranoside

GLU Glucose
ARA Arabinose
MNE Mannose
MAN Mannitol
NAG | N-acetylglucosamine  Assimilation Transparence Trouble
MAL Maltose
GNT Gluconate
CAP Caprate
ADI Adipate
MLT Malate
CIT Citrate
PAC Phényl-acétate




Annexe 5 Technique de la coloration de Gram

La coloration de Gram est une coloration différeligi qui permet la distinction des
bactéries Gram (+) et Gram (-) sur la base deréifiége de composition chimique et d’ultra-
structure des parois cellulaires.

Technique

Réaliser sur une lame propre un frottis puis lerfix

Recouvrir la lame de violet de gentiane phéniquelpet 1 minute.

Recouvrir la lame d’une solution de lugol durants@é@ondes.

Laver la lame a I'éthanol jusqu'a ce que la deengutte soit transparente.

Laver rapidement a I'eau et recouvrir la lame delfiine phénique pendant 10 secondes

Laver abondamment a I'eau.

Sécher la lame a I'aide d’'un papier buvard.

L’observation s’effectue a immersion (objectifL00) apres avoir déposer une goutte

d’huile de cedre sur la lame (observation & imnoensi
Lecture

Les bactéries Gram négatif apparaissent color@esse tandis que les bactéries Gram

positives sont colorées en violet.

Gram Positif Gram Négatif
. o, #,\ .:"_—
f I,. r’_\_ = Fixation C (#::\f )

W, l —
’- Violet de gentiane "-

'Q- Lu:gol

«- Décolihration 'L S:j =
«- Fuschine «-




Annexe 6.Aspect microscopique apres coloration de Neisser

Aspect microscopique apres coloration de Neissenieroscope optique a
contraste de phase (type Zeiss) grossissement 250X
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Résumé

Cette étude entre dans le cadre d'un projet PNR pguie sur I'élaboration de
nouveaux capteurs appliqués au contrdle et a yanaales polluants chimiques de I'eau. Elle
a permis d’évaluer I'élimination biologique des phbates des eaux usées par une culture
mixte isolée a partir des boues activées de lastdtépuration des eaux usees de la Ville de
Khenchela. L’isolement et l'identification des sbes dominantes responsables de la
déphosphatation sont parallelement réalisés. Ost sfdgéressé aussi a I'étude et a la

comparaison de la capacité des difféerentes sousbiées a éliminer les phosphates.

L’évaluation de la déphosphatation est realisée Ipadosage des phosphates par
colorimétrie avec la méthode d’acide ascorbiquésdlément des souches dominantes est
effectué sur un milieu minimum gélosé. L’identifiicen des souches bactériennes est réalisée

a l'aide du systeme API 20NE-bioMérieux.

Ce travail montre la capacité du microbidies boues activé@séliminer les phosphates,
avec des tauyroportionnels a la concentration initiale en seude carbone. L'utilisation
d’une concentration de 5000 md.ld’acétate de sodium a donné le meilleur renderdent
déphosphatation qui atteint 99.23%, avec une caraten de phosphate apres traitement de
0.13 mg.L*, ce qui refléte un traitement satisfaisant vu lgueoncentration en phosphate est

dite polluante au dela de 1 mg.L

L’étude de linfluence de différentes sources deboae sur la déphosphatation
biologique par culture mixte montre que les acigess volatils a courtes chaines comme

I'acétate et le lactate sont les substrats lesfplmables au processus.

La recherche des microorganismes déphosphatantsnaas impliqués dans ce
processus a permis d'isoler huit espéces bacté@semientifiées comme étaRseudomonas
aeruginosa, Moraxella lacunata, Acinetobacter juniiAlcaligenes denitrificans,
Sphingobacterium spiritivorum Aeromonas hydrophikcinetobacter calcoaceticusgt

Sphingomonas paucimobilis.

Il en sort que le meilleur taux de déphosphatapian culture pure est observé avec
Acinetobater juniiavec un taux de 76.72 %, suiviAdtaligenes denitrificanswvec70.42%
puis dePseudomonas aeruginosavec un taux de l'ordre 61.78 %, alors dderaxella

lacunataa présenter un taux de 50.6 %.

Mots clés :phosphates, eaux usées, épuration biologique,rictiéphosphatantes, boues

activées, culture en batch.



Abstract

This studycomes within the framework of a PNR project for thevelopment of new
sensors applied to the control and analysis of at@npollutants in water, allowed to
evaluate the removal of phosphate from wastewaterrixed culture isolated from activated
sludge of sewage wastewater from the City of KhelechThe isolation and identification of
dominant strains responsible for phosphate remaxalperformed in parallel. We are also
interested in studying and comparing the ability different isolates strains to remove

phosphate.

Evaluation of phosphate removal is achieved bydéermination of phosphate by
colorimetric method with ascorbic acid. The isaatiof dominant strains is performed on a
minimal medium agar. Identification of bacterialsts was performed using the system API-
20 NE-bioMérieux.

This work shows the ability of the microbiota oftigated sludge to remove
phosphate, with rates proportional to the initi@hcentration of carbon source. It was found
that a concentration of 5000 mg.lof sodium acetate gave a better yield of phosphate
removal reaches 99.23%, with an average speed afradation of 0.19 mg.Lh* .The
concentration of phosphate obtained after treatrizeft13 mg.[*, reflecting a satisfactory

treatment sight that the phosphate concentrati@nds/n as polluting beyond 1 mg‘L

The study of the influence of various sources aboa on the biological phosphorus
removal by mixed culture shows that the volatilieyfacids with short chains such as acetate

and lactate are the substrates most favorablestprtitess.

The research of the dominant micro-organisms irdpire this process allowed the
isolation of eight bacterial species identifiedssng Pseudomonas aeruginosa, Moraxella
lacunata, Acinetobacter juniiAlcaligenes denitrificans,Sphingobacterium spiritivorum

Aeromonas hydrophila, Acinetobacter calcoacetiemslSphingomonas paucimobilis.

It emerges that the best rate of phosphate remmowaure culture is observed with
Acinetobater juniiwith a rate of 76.72%, followed b4dcaligenes denitrificansvith 70.42%
and Pseudomonas aeruginoséth a rate of about 61.78 %, followed finally bjoraxella
lacunatawith 50.6%.

Key-words: phosphate, wastewater, biological treatment, gludgphate accumulation

bacteria, activated sludge, batch culture.
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Cette étude entre dans le cadre d’'un projeR NI porte sur I'élaboration de nouvegux
capteurs appligués au contréle et a 'analyse ddsgnts chimiques de I'eau. Elle a permis
d’évaluer I'élimination biologique des phosphates éaux usées par une culture mixte isolge a
partir des boues activées de la station d’épurades eaux useées de la Ville de Khenchgla.
L’isolement et I'identification des souches domitenresponsables de la déphosphatationsont
parallelement réalisés. On s’est intéressé aussiuale et a la comparaison de la capacité|des
différentes souches isolées a éliminer les phosphat

L'évaluation de la déphosphatation est réaliggar le dosage des phosphates |par
colorimétrie avec la méthode d'acide ascorbiquésdlément des souches dominantes| est
effectué sur un milieu minimum gélosé. L’identifiicen des souches bactériennes est réaligée a
I'aide du systeme API 20NE-bioMérieux.

Ce travail montre la capacité du microbiots Beues activées a éliminer les phosphates,
avec des taux proportionnels a la concentratiotiaiai en source de carbone. L'utilisatipn
d’'une concentration de 5000 md.ld'acétate de sodium a donné le meilleur renderdeifit
déphosphatation qui atteint 99.23%, avec une carat®n du phosphate apres traitemenf de
0.13 mg.L%, ce qui refléte un traitement satisfaisant vu gueoncentration en phosphate st
dite polluante au dela de 1 mg.L

L’étude de linfluence de différentes sourdescarbone sur la déphosphatation biologique
par culture mixte montre que les acides gras \slaticourtes chaines comme l'acétate 4t le
lactate sont les substrats les plus favorables@epsus.

La recherche des microorganismes déphospbkadamtinants impliqués dans ce procegsus
a permis d'isoler huit espéces bactériennes idéasifcomme étafseudomonas aeruginoda,
Moraxella lacunata, Acinetobacter juniiAlcaligenes denitrificans, Sphingobacteriu
spiritivorum  Aeromonas hydrophila, Acinetobacter Icoaceticus, et Sphingomona
paucimobilis.

V)

Il en sort que le meilleur taux de déphosgi@mtapar culture pure est observé ayec
Acinetobater juniiavec un taux de 76.72 %, suiviAdtaligenes denitrificansvec 70.42%0,
puis dePseudomonas aeruginosarec un taux de l'ordre de 61.78 %, alors tlaraxella
lacunataa présenter un taux de 50.6 %.

Mots clés: phosphates, eaux usées, épuration biologique, rictdéphosphatantes, boles
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