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RESUME

L utilisation simultanée des microalgues pour le traitement des eaux usées est une option
faisable. La capacité des microalgues a dégrader les matiéres organiques, I’élimination des
nutriments et I’absorption des métaux lourds sont bien connus depuis longtemps, par contre
’utilisation des algues n’a pas été entierement exploitée pour le traitement des eaux usées. Le
succes de cette technologie dépend encore beaucoup de la sélection, de la culture et de la récolte
efficaces des souches microalgales. L’objectif de ce présent travail s’articule autour de I’étude
des capacités d’élimination des différents polluants tels que : les phosphates, les nitrates, les
métaux lourds et les hydrocarbures par une espéce de microalgue brune (les diatomées)
(Nitzschia sp.), une espéce de microalgue verte (Chlorella vulgaris) et une espece de microalgue
bleue-verte (Aphanocapsa zanardinii). Ces microalgues ont été cultivées dans leurs milieux de
culture spécifiques steriles (Bold Basal Medium BBM, Bleue Green Medium BG11 et WCM)
jusqu’a I’obtention d’un volume de biomasse suffisant, puis transférées dans de nouveaux
bioréacteurs contenant des eaux usées synthétiques stériles pour la bioremeédiation de la pollution
carbonée, azotee et phosphorée en utilisant Nitzschia sp., et I’élimination du cadmium (50mg/L,
100mg/L, 250mg/L) en utilisant séparément C. vulgaris et A. zanardinii. La bio-élimination du
pétrole (0,1%, 0,5% et 1%) a été réalisée par ces deux dernieres souches en utilisant le pétrole
comme source unique de carbone et d’énergie. Les rendements calculés de notre traitement
biologique de I'eau usée par les diatomées (Nitzschia sp.) étaient trés prometteurs. La demande
chimique en oxygene (DCO) et la demande biologique en oxygene (DBO) ont été réduites
respectivement de 80,27% et 58%. Les rendements de l'enlevement de phosphore et d'azote
étaient les suivants : 71,91% et 98,47% respectivement. Les résultats obtenus ont montré que les
deux microalgues ont une capacité significative a éliminer le cadmium avec des taux
d’élimination significatifs en utilisant séparément A. zanardinii (75,13%) et C. vulgaris
(86,07%). Et d’autre part, nous avons verifié I’efficacité des ces deux microalgues phototrophes
pour éliminer le pétrole brut des eaux usées des raffineries. On obtient les bons rendements:
(79,12% et 88,6%) a la concentration en pétrole de 1% pour A. zanardinii et C. vulgaris

respectivement.

Mots-clés: Microalgues, Culture de biomasse, Eaux usées, Dépollution, Biotechnologies,

Développement durable.



ABSTRACT

The use of microalgae for wastewater treatment is a feasible option. The capacity of
microalgae to degrade organic matter, the elimination of nutrients, the absorption of heavy
metals have been well known for a long time, on the other hand the use of algae has not been
fully utilized for the treatment of wastewater. The success of this technology still depends very
much on the efficient selection, cultivation and harvesting of microalgal strains. The objective of
this present thesis revolves around the study of the capacities of the elimination of different
pollutants such as phosphorus and nitrogen by a bioprocess consisting in the use of brown
microalgue (diatoms) (Nitzschia sp.), the bioremediation of heavy metals (Cadmium) and the
biodegradation of hydrocarbons (Crude oil) using a species of green microalgae (Chlorella
vulgaris) and blue-green microalgae (Aphanocapsa zanardinii). These microalgae were grown in
specific sterile grown medium (Bold Basal medium BBM, Bleu Green Medium BG11 and
WCM) until sufficient biomass volume was obtained, then transferred to new flasks containing
sterile synthetic wastewater for the bioremediation of carbon pollution, nitrogen and phosphorus
using Nitzschia sp., and cadmium removal using separately C. vulgaris and A. zanardinii was
performed by selecting three concentrations of cadmium (50mg.L™, 100mg.L?, and 250mg.L™).
Crude oil (0.1%, 0.5% and 1%) as the sole source of carbon and energy. The calculated yields of
our biological water treatment by diatoms (Nitzschia sp.) were very promising. Chemical oxygen
demand (COD) and biological oxygen demand (BOD) were reduced by 80.27% and 58%
respectively. The efficiencies of phosphorus and nitrogen removal were as follows: 71.91% and
98.47% respectively. The results showed that both microalgae have a significant ability to
remove Cd?* cadmium as the sole source of contamination with significant removal rates using
separately A. zanardinii (75.13%) and C. vulgaris (86.07%) as bioremediation tools. And on the
other hand, we check the effectiveness of these phototrophic microalgae to remove crude oil
from refinery wastewater. Good bio-elimination rates are obtained: (79.12% and 88.6%) at a

petroleum concentration of 1% for A. zanardinii and C. vulgaris respectively.

Keywords: Microalgae, Biomass growth, Wastewater, Depollution, Biotechnology, Sustainable

development.



Slo Aadal) Cllabll 5,38 o) Ues 150A aall Gijeall sl dadlaad A0 Qlladall (el Jiall aladin¥) aay
i ol Gl pag Alysh by die b5 jee 2n ALED Cplaall A1)y ARl jealiall Galisily oy smal) sald) Jilas
3ol oy aa ) ey Ayl o3 #lad Ol Y. pawal) Gipeall olie dallas 8 JalS (55 Calladal) aladiisd Sl
Slo Ll o8 Al Jss sy el Jeall s e Caagdl Waolas 5 Lgie )55 Aadall Calladall YD sl
Al Al Qllakll alaaiul Ay eall daledl Gk oo sl studll fie Al GGl
plain) JYA e (Al Jadill) <l g S5 puedl A1) 5 (cadmium psxedlS) ALEN Galaall ¢ 35 (Nizschia <l siball)
& .(Aphanosapsa zanardinii) 48,3l ¢l =il skl 5 (Chlorella vulgaris) ¢! saall ddéall Cllsdal)
Bleue Green Medium « Bold Basal Medium BBM & =il adadll Ledau 5 & 28l Clladall oda ¢ ) il
sbie Ao ssind a5l () el a3 G ¢ Ay gual) ALK (e GBS paa e Jeand) 5 s WCM 5 BG11
plasiuly L (s Sy siudll cCpag il il 4 pal) dallaall dddall 5 Lelilial) ddizall sl G uall
A ) @l e Jealie JS3 A, zanardinii s C. vulgaris #a3iul » sl A3 ¢) ja) 3 <Nitzschia sp
e Adlide ) 38 55 aadiey alal) Babill e (gl palddll (J/ge 250 (/e 100 «J/ge 50) pspealSll o il 58 5
ol 53 olaall a1 gl Ui Tlaal 4 gusnnall 23 gal) lS 48U 5 (550 S aim 5 j2emaS (0,1%, 0,5%, 1%) »aY) 12
Loty eSO sl Gllall 5 eSO Sl (llall (it &5 s saels (Nitzschia sp) <l sibal
(s e %47,98 5 %91,71 b WS Gyl sdadll A1) s S s Dl e %58 5 %80,27
) Ve ae Gl dm g juaeS o gealSl A )) o 3 e 5,08 Ll 3801 Gallakal) e SIS () gl @ el
aali ey Aas Aalles A8 (86,07%) C. vulgaris 5 (75,13%) A. zanardinii . e JS pladiuls 4 5ixs
vle e Uliass awall Co el sbsa (pa alal) Jadill 213} 8 Gubsll 3 g Z88A Callalall o3 Allad (g (3885 o5 A
C. vulgaris_s A. zanardinii ¢e JS Js il (e 1% S5 vic 88,6%.5 79,1290 4ty (o sl gll yaelaill na
A e

Al (A gaal) h;)l}\s.\” oo olill &) 5) ¢ @A\ t.ﬁ)d\ olia ¢ 2,33:\;1\ <) icly) Aadall (s lall ;3.};\33.‘3\ clalsl)
At



TABLE DES MATIERES




Table des matieres

TABLE DES MATIERES.....c.utiutiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiteieieciesasiacescsassscncnns I
LISTE DES FIGURES. ....oiiiiiiiiiiiiiiiiiitiititiititiititeietttaciaetscasescsacscnscnsenes Vil
LISTE DES TABLEAUX....ciutiiiitiiiiiiiiiiiiiitiiiitieiitiitietettaciecssacsscsscsscascssencnns XIII
LISTE DES ABREVIATIONS....citiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiteieceteiecacscsecacncnes XVI
INTRODUCTION GENERALE ... 1

CHAPITRE I: CONTEXTE DE L'ETUDE

INTRODUCTION . ...t e e e e e e s e et e e e e e e e s s st b e e aeeeee s s s nnnaaneeeeeas 5
.1. POLLUTION DES MILIEUX AQUATIQUES ... 5
.2. LES DIFFERENTS TYPES DE POLLUTIONS DES EAUX ..o 6
[.2.1. LAPOLLUTION MICROBIOLOGIQUE ......ccciiiieeeeieee e 6
1.2.2. LAPOLLUTION PHYSIQUE ....oiiiieieee ettt ettt a e e e e e e 6
1.2.2.1. La POHULION MECANTGUE ......veeiieiiiieiiee ettt 6
1.2.2.2. La pollution tNErMIQUE ........ooiiiiiiieiie et 7
1.2.2.3. La pollution radiOaCliVe ...........cocuiiiiiiiiiiiieiiiesee et 7
[.2.3. LA POLLUTION CHIMIQUE .....utiatititieitete sttt stttk 7
1.3. POLLUTION PAR LES METAUX LOURDS.......ccotiiiiiiiiiiiiee e 10
[.3.1. DEFINITION DES METAUX LOURDS. .....ccuteutttiteastesestesteaseessessesseaseassesse st sseessesnessesseaneenns 10
1.3.2. CLASSIFICATION DES METAUX LOURDS .....c.ttteautestetenteaseasestesieaseesesiesisaseesee s ssesseaneens 11
1.3.3. UTILISATION DES METAUX LOURDS......uvtutttiteaseetestesteaseessessesieaseessessesteasessessnesiesseaseens 11
I.3.4. SOURCES DE POLLUTION PAR LES METAUX LOURDS ET LES METALLOIDES. ......cccovvrvrannnne. 12
1.3.5. EFFETS TOXICOLOGIQUES DES METAUX LOURDS ET DES METALLOIDES.......ccovivirierirannnn 13
1.3.6. TRANSFERT DES METAUX VERS LES ORGANISMES AQUATIQUES ......cviviriiiiienienieniesieaneenns 15
1.4. POLLUTION PAR LES HYDROCARBURES ........ccoiiiiiiiiiiiieee e 16
1.4.1. COMPOSITION CHIMIQUE DES HYDROCARBURES .......ceitiatiirieiisteaieeeesiestessesseesnesiesseaneenns 16
[.4.2. LE PETROLE BRUT ...iutiutiitiateesteste sttt st sttt se bbbt se bbbt et bttt bbbt ane e 17
|.4.3. DEFINITION DES HYDROCARBURES AROMATIQUES .....c.utitiiuieiiniiaieeiesiesiesseeeesiesieseeaneenns 19
|.4.4. SOURCES DES HYDROCARBURES EN MILIEU MARIN ....cvtitiinieiiitiaieaeeniesiesseeee e sieseeaneenes 20
|.4.5. EFFETS DE LA POLLUTION PAR LES HYDROCARBURES.......cevitiitiaieaieiesteaseeieneesiesseaneens 23
|.4.6. DEVENIR DES HYDROCARBURES EN MILIEU MARIN ....cviiuiiiiiiiieaieaieniesieaieeee e seeaneens 24
|.4.7. BIODISPONIBILITE DES HYDROCARBURES .......utiuttutitiatiaseaeesiesteaseeseesiesteaseeseesnessesseaneens 27
|.4.8. BIOREMEDIATION DES HYDROCARBURES AROMATIQUES POLYCYCLIQUES ......ccveiveavrnnne 28

1.4.8.1. Assainissement microbien de la pollution aux hydrocarbures aromatiques

POIYCYCIIGUES . ...t e et e e e e e e e e st e e e e e et e e e e e srbaaee e 28



Table des matieres

1.4.8.2. Bioremédiation & médiation enzymatique microbienne ...........ccccoecevvenieieencniennn 32
CONGCLUSION ...ttt b ettt et e e bt ab e bt e bt eebeebeeneesbeenneas 33

INTRODUGCTION . ...ttt ane e 35
11.1. LES MICROALGUES AU SERVICE DE L’HOMME ET L’ENVIRONNEMENT ..35
11.2. APPLICATION DES MICROALGUES A LA BIOREMEDIATION DES EAUX

USEES ... oottt ettt ettt e e e Rttt et e e et et ee e be e anteenree e taeanaeennee s 36
[1.2.1. LES MICROALGUES POUR TRAITEMENT DES EAUX USEES.......ccutviieeiiiiiieeiiiieaeessiieeee e 37
[1.2.2. SYSTEMES DE CULTURES DES MICROALGUES .......uttiiiaiiiiieeeaiireaesssnieeeeessntneaeessnnneeeesnnens 38

[1.2.2.1. SYStEMES de CUITUIE OUVEITS .....cueiiieiieie ettt 38
[1.2.2.2. Systémes fermés (0u photobIOrEACTEUIS) .......c.cvivieiiieiieiie e 40
[1.2.2.3. SYStEMES NYDIIUES ... 42
[1.2.3. INTERETS ET LIMITES DES SYSTEMES DE CULTURE DES MICROALGUES.........ccceiiiivereennnne 42

11.3. FACTEURS INFLUENCANT LE DEVELOPPEMENT MICROALGAL ................. 43
[1.3. 1. LA LUMIERE. ....ttetteutt ettt ettt ettt e et et e bt e sbe e s e b e e be e bt e nbeenbeeneeareennes 44
[1.3.2. LA TEMPERATURE ...t ittttteteateesteaseesseesseesseesseesaeaseeaseesbeeseeseassesssesseesseesseansesseessenssens 44
[1.3.3. LE CARBONE : SOURCE D’ENERGIE .....ccuveitieitieiiasiesseesteesteesseesseaseesseessessseessesssessesssesssens 45
I 1 I SO UP RPN 45
[1.3.5. LES SELS NUTRITIFS ...teuttitteitteteesteaseeaseesseesseesseasaesseessesssassssasseassesssessesssesssesnsesseessesssens 46
TR ST BN - (o N TP RURPRTRTIN 46

11.4. LA PHYCOREMEDIATION DES EAUX USEES ........ccoiiiiiieiiec e 47
[1.4.1. HISTORIQUE DE L’UTILISATION DES MICROALGUES DANS LE TRAITEMENT DES EAUX ......47

11.4.2. PHYCOREMEDIATION DES METAUX LOURDS A L’AIDE DE L’UTILISATION DES

MICROALGUES VIVANTES .....ucuvtetieeitetisssseteseesstesesessatesessssesesessssetessssasesesessasesessssasesesssaseseans 49
11.5. BIO-ELIMINATION EXTRACELLULAIRE DES METAUX LOURDS (MLYS)
AVEC DES MICROALGUES VIVANTES. ..., 50

11.5.1. COMPOSITION DES PAROIS CELLULAIRES ET SON ROLE DANS LA BIOSORPTION DES MLS .50

11.5.2. INTERACTIONS PHYSICOCHIMIQUES DES MLS ET DE LA SURFACE CELLULAIRE ............... 52

11.5.3. INTERACTIONS DES SUBSTANCES POLYMERES EXTRACELLULAIRES AVEC LES MLS......... 53

11.5.4. MECANISMES DE BIOACCUMULATION DES METAUX LOURDS DANS LES MICROALGUES ...54

[1.5.5. TRANSPORTEURS DE METAUX DANS LA MEMBRANE CELLULAIRE DES MICROALGUES......55
[1.5.6. VOIES DE DETOXIFICATION DES ML INTRACELLULAIRES .....cooviirieitiesiiesieesieasveaneesneesneas 56
11.5.6.1. Chélation par les métallothionINeS.............covuveiiiiiiiiiiee e 56



Table des matieres

[1.5.6.2. Chélation par les phytoChElatings. ............ccooiiiiiiiiiii e 57
[1.5.6.3. Chélation par les polyphoSphates. ..........coceiiiiiiiiiiiie e 58
11.5.7. COMPARTIMENTATION DES MLS DANS LA VACUOLE, ...uvvviiiiiiiiiiieiiiiie e e 58
11.6. AVANTAGES DU TRAITEMENT DES EAUX USEES A BASE DE
MICROALGUES ...t e et e e e e e s e et et e e e e e s s e nrb e e e e eeeeesnanneees 59
[1.6. L. RENTABILITE .oiiiittiiie ettt ettt ettt ettt e e ettt e e e e ettt e e e ekt e e e e e bbb e e e e e bbb e e e e e enbbeeeesanees 59
[1.6.2. BESOINS DE FAIBLE ENERGIE ....coiieiuiitieeiitiiiteeasttteaeeaittaaesassbseaessssbneaesssssssaeesansseeeesnnnes 59
[1.6.3. REDUCTION DE LA FORMATION DE BOUES .....cceiiuttiieeaiiieieeaaiineaeessntneeesssnsseeeesansneeeesnnens 60
[1.6.4. EMISSIONS DE GAZ A EFFET DE SERRE ....ciuttiiieiiiiieeeaaiieeeesastteaeessnteeaesanntneaessnnsnneeesnnens 60
[1.6.5. ENGRAIS ET BIO-ENGRAIS.......uuttiiieiitieiaeaauiieeaeaatteeasaasteeessanssseassasssaeeeesansseaeesansneeeesnnees 62
[1.6.6. ALIMENTATION ANIMALE .....uutiiiieitititaeaasiteeaeaaiteeaasasteeasassssseaesassseeeeesanseeaeesansneeeesnnees 62
[1.6.7. PRODUCTION DE BIOCARBURANTS .....uttteiitttitaeaiitreeesastsneessanssseassasssnsesssnssssaesssssesessanens 63
CONCLUSION ..ottt ettt et e et e te e e e e s re e e teeabeeanaeenreeanes 63

INTRODUCTION. ...ttt ettt ettt e bt ebe e b e st e teeabeenbeebeaneeanes 65
111.1. DESCRIPTION DE LA ZONE D’ETUDKE..........cccoiiiiiiiiieieee e 65
111.2. PRELEVEMENT DES ECHANTILLONS ......coooiiiiiiee e 68
111.3. PREPARATION DES ECHANTILLONS DE MICROALGUES.........c.cccovevviirinnnne 68
111.4. CULTURE DES MICROALGUES ........oootiiiiiieiiet et 70
[11.4.1. CONDITIONS DE CULTURE ...vveutteuttaseesseesseesseesseassessesasesssesssesssesssssssssseessesssesssessesssessses 70
I O I =T340 1= = =SOSR 71
N = o TP P TR 71
TH4.1.3. LA TUMIETE ..ttt et 71
LIL 4. 1.4, L AQUIALION ...ttt ettt e st e e e s e e 71
[11.4.1.5. Le carbone : source d’énergie.............cccccouuviivieiiiiiiiiiiiesiesee e 72
11.4.1.6. LeS SIS NULFIEITS ..c.vvieiie et 72
[11.4.2. CONCEPTION DU PHOTOBIOREACTEUR DE CULTURE DES MICROALGUES .........ccccveivvennin. 72
[11.4.3. PREPARATION DE MILIEU DE CULTURE LIQUIDE DE BOLD (1967) .....ccovvvveiiiiieiieciiein, 73
[11.4.4. PREPARATION DE MILIEU DE CULTURE POUR LES DIATOMEES BENTHIQUES...........cccv... 75
[11.4.5. PREPARATION DE L EXTRAIT DE SOL...uttttietietiesieaseesseesteesseesseaseesssessessssessssssesseseessens 76
[11.4.6. PREPARATION DU MILIEU DE CULTURE SOLIDE .....ccvviitieitieiieieasiesseesieesiaesisasesseessaesseas 77
I111.5. ISOLEMENT ET PURIFICATION DES MICROALGUES. ........c.cooviviiiiiieecen 78
111.6. MAINTIEN DES CULTURES MONOCLONALES ......c.cocoiiiiiiecese e 80



Table des matieres

111.7. PURIFICATION DES SOUCHES DE MICROALGUES...........ccooeeiie, 82
111.8. MESURE DE LA CROISSANCE EN BIOMASSE ..o 83
[11.8.1. LA NUMERATION CELLULAIRE (NC) ..eiiiiiiiiiiiieiiii et 83
[11.8.2. LA MATIERE SECHE (IMIS) ...ttt 84
[11.8.3. LA DENSITE OPTIQUE (D) ...ttt 85
111.9. CARACTERISATION DE L’EAU DE MER PRELEVEE...............ccccoooiiiiin. 86
111.9.1. CARACTERISATION BACTERIOLOGIQUE.......cciiiiieeeeeee e 86
111.9.2. CARACTERISATION PHYSICOCHIMIQUE .....cceiiiiieeeeee et 88
111.9.2.1. Le potentiel d’hydrogene (PH) ........ccooiiiiiiiiiiiiiei e 89
111.9.2.2. L’oxygene dissous (02 AIS) ........civuiiiiiiiiiiiiiiie ettt 90
111.9.2.3. La conductivité lectrique (CE)........cuoiiiiiieiieeeee e 90
111.9.2.4. Les Matiéres en Suspension (MES) ... 90
[11.9.2.5. La demande biochimique en 0xygéne (DBOs) .......c.ccveiiiiriieniieiiieiee e 91
111.9.2.6. La demande chimique en oxygene (DCO) ......ccccuviiiiiieiiiiniienie e 91
111.9.2.7. La détermination des ions de phosphates (POs%) .......ccccovevevvreeeeeeereeereeeen, 92
[11.9.2.8. La détermination des ions ammonium (NH4™) .......cccoovviiiiiiiieiic e 92
111.9.2.9. La détermination de [’azote KJIELDAHL (NK) .........cccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee i, 93
111.9.2.10. La détermination du carbone organique total (COT)......ccccccoeveevivveeiineeviiee e, 93
111.9.2.11. La détermination des hydrocarbures totaux (HT) .......cccooveiiineiiiie e, 95
111.9.2.12. La détermination des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPS) .......... 96
111.10. CONCEPTION DU PHOTOBIOREACTEUR DE TRAITEMENT DES EAUX
O] = S (] =] 3 ) ISP PURURPRSPRS 96
[11.10.1. DESCRIPTION DU PROCEDE BIOLOGIQUE DANS LES TROIS BASSINS ....covvveiraieiriesieenenas 97
[11.10.2. PARAMETRES SUIVIS AU COURS DE LA CULTURE DES MICROALGUES ......ccvveiveirieiieenns 98
[11.10.3. DETERMINATION DU TAUX DE CROISSANCE DE LA BIOMASSE .......cveiveiiieiraieareesreensens 98
[11.10.4. PRESENTATION DES ESPECES SELECTIONNEES ET ISOLEES ......ccvtitieiiiesireieaseesseesrnesnens 99
111.10.4.1. Présentation structurale de Chlorella vulgaris............ccoceoviveiiiie e, 99
111.10.4.2. Présentation structurale de Aphanocapsa zanardinii............cc.cccceveeviiveeinnene, 100
111.10.4.3. Présentation structurale de NizsChia Sp.......ccccccvvvveiiiieiiiic e, 100
111.11. BIOREMEDIATION DES EAUX USEES PAR LES MICROALGUES................ 101
[11.11.1. BIOREMEDIATION DES EAUX CONTAMINEES PAR DU CADMIUM EN UTILISANT DES
IMICROALGUES .....tteutteste et steesteeste e ta et see st e be e te e aeese e e s e e be e beebe e s e e s te e st e e teenteeteenbeaneenneenne s 101
[11.11.1.1. Présentation du métal lourd étudié : Cadmium (Cd)..........cccvveeviveeiiieeiiieenne, 101
1I1.11.1.2. Description du montage expérimental pour [’élimination du cadmium ............ 102



Table des matieres

[11.11.1.3. Centrifugation et récupération de la biomasse ...........ccccerveririiiiinicienieien 103
1I1.11.1.4. Préparation de I’Eau usée SYRthetiqUe .................cccouviiiiiiiiiiiiiiiiiiiienii e 104

111.11.2. BIOREMEDIATION DES EAUX CONTAMINEES PAR DU PETROLE BRUT EN UTILISANT DES
IMICROALGUES ... ettt e e e et e et et et e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e 105
CHAPITRE IV: RESULTATS ET DISCUSSION

INTRODUCTION . ... e e e e e e e e e e e s s et b e e e e e e e e s s annarraeeeeas 109
IV.1. CARACTERISATION DES EAUX DES SITES DE PRELEVEMENT................... 109
IV.1.1. CARACTERISATION BACTERIOLOGIQUE .....cceeeieeieeeeee e 109
IV.1.2. CARACTERISATION PHYSICOCHIMIQUE ......ccciiiieeeeeee e 109
IV.1.2.1. La temMPAIatUre (T) . eoeeieeieeieeie sttt sttt sttt nneas 110
1V.1.2.2. Le potentiel d’hydrogene (DH).............ccoccueuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 111
IV.1.2.3. La conductivité electrique (CE) ........ccoviiiiiiiiiiieie e 111
1V.1.2.4. L’ oxygene dissous (02 QIS) ........ccciiiiiiiiiiiiiiiieiiie ettt 112
IV.1.2.5. LA DCO €L Ia DBO5 .....uvviieeiiiiie ettt ettt errae e 113
IV.1.2.6. Les matieres en suspension (MES) ........cooveiiie e 114
1V.1.2.7. Les différentes formes de 1’Qzote ............cccccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee i 115
[11.2.2.8. Les teneurs en PROSPRALES........cccuvviiiiieiiiee e r e 117
IV.1.2.9. La caractérisation de la fraction 0rganique ............ccccceeevvveeiieesiieeesieeesieee e 117
IV.2. IDENTIFICATION DES ESPECES........cooi ittt 118
[V.2. 1. CHLORELLA VULGARIS «...uvtitteittesteesieasteaseesseesseesseessaasseassesseessesssessssassessesssesssesssensenns 118
[V.2.2. APHANOCAPSA ZANARDINII .....ettettettasteaseesseesseesseessaessasseesseessessseesssasseassessesssessseensenns 119
[V . 2.3, NITZSCHIA SP. ..ttt ettt ettt ettt e st e e bt et ebeebeeseean e e e reenteenbeeee e 120
IV.3. SUIVI DE LA CINETIQUE DE CROISSANCE DES MICROALGUES................. 120
IV.3.1. SUIVI DE LA CINETIQUE DE LA CROISSANCE EN BIOMASSE AVEC LACE..........cccuvnen. 122
IV.3.2. SUIVI DE LA CINETIQUE DE LA CROISSANCE EN BIOMASSE AVEC L’O2DISSOUS............ 124
IV.4. CARACTERISATION DE L’EAU USEE SYNTHETIQUE.........cccoooviiiiieiien, 125
IV.4.1. DETERMINATION DES RAPPORTS DE BIODEGRADABILITE DE L’EAU USEE SYNTHETIQUE
........................................................................................................................................... 126
IV.4.2. TRAITEMENT DE L’EAU USEE SYNTHETIQUE PAR LA CULTURE DE NITZSCHIASP. .......... 127

1V.4.2.1. Evolution de la concentration en biomasse et de la CE de I’eau usée synthétique
€N FONCLION AU TEMPS ... e e e e et e e e e 127
1V.4.2.2. Evolution de la concentration en biomasse et de 1’02 dissous de |’eau usée

synthétique en foNCLION AU tEMPS .......cvviiiiiee e 128



Table des matieres

IV.5. EVALUATION DE L’EFFICACITE DE TRAITEMENT BIOLOGIQUE PAR LES

DIATOMEES (NITZSCHIA) ...ttt e 129
IV.5.1. ELIMINATION DE LA POLLUTION AZOTEE PAR LES DIATOMEES (NITZSCHIASP.) ............ 130
IV.5.2. ELIMINATION DU PHOSPHATE PO4> PAR LES DIATOMEES (NITZSCHIASP) .................... 133
IV.5.3. RENDEMENT D’ABATTEMENT DES VALEURS DE DBOs ETDE DCO ......cvvvvieiiiiiieee 135

IV.6. ELIMINATION DU CADMIUM PAR LES MICROALGUES CHLORELLA ET

AP HANO C AP S A ..ottt e e e e e e e e e e e e e ——aaa e e e a i raaaeaaaaa 136
IV.6.1. EVOLUTION DE LA BIOMASSE EN FONCTION DES CONCENTRATIONSEN CD.................. 136
IV.6.2. TAUX D’ELIMINATION DU CADMIUM . .....uutiiiieiiiiiiieeaaiiieeeesantteeaessntseaeessnsneeaessnsseeessanees 141

IV.7. LA DEGRADATION DU PETROLE BRUTE PAR LES MICROALGUES

CHLORELLA ET APHANOGCAPSA ..ottt a e nnran s 144
IV.7.1. SUIVI DE LA CROISSANCE EN BIOMASSE .....cceeiiutttteeiiuiieeaesanteeeessssseeessasneeeesansneeessnnnes 145
IV.7.2. EVALUATION DU RENDEMENT ...tttiiieiittieeaeassiteeeessnsteeasssnsseeaessnsseaeesansaseeessnsnnseessnnes 150

CONCLUSION GENERALE ...ttt e e 155

PERSPECTIVES ... ettt e e e e e e s e e e e e e e e e s s e eaabareeeeeas 157

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES....ccuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiesesasesesasasnsasasssesnsess 159

VI



LISTE DES FIGURES




Liste des figures

CHAPITRE |

FIGURE I. 1: PRINCIPAUX MECANISMES MEMBRANAIRES PERMETTANT L’ENTREE DES METAUX DANS
LA CELLULE (ADAPTE DE MASSON, 2013)......citiiiiiianiieiiiesiie ettt 15

FIGURE I. 2: LES DIFFERENTS COMPOSES DES HYDROCARBURES EXISTANT DANS LES PETROLES
BRUTS (D’APRES (BERTRAND & MILLE, 1989)) ...ccuiiiiiiiiiiiicciieese e 18

FIGURE I. 3: INVENTAIRE DES PRINCIPAUX HAPS D’ APRES LES RECOMMANDATIONS DE L’US-EPA

(WILSON & JONES, 1993) ....utiiiiiieiiieiee sttt ettt ettt ettt 20
CHAPITRE 11

FIGURE Il. 1: DIVERSITE DU CHAMP D’APPLICATION DES MICROALGUES (SUMI, 2009).................. 36

FIGURE Il. 2: TRAITEMENT DES EAUX USEES PAR LES MICROALGUES........ccvviiiiiieaniiieasiieeenneeennees 37

FIGURE Il. 3 : SYSTEME DE TRAITEMENT DES EAUX USEES (BASSIN DE TYPE RACEWAY)
(UDAIYAPPAN ET AL., 2017). 1eiiiiieiiiieiie sttt ettt ettt 39

FIGURE Il. 4: MODELE DE PHOTOBIOREACTEURS TUBULAIRES (MOHD UDAIYAPPAN ET AL., 2017).

FIGURE Il. 5: PROCEDE DE TRAITEMENT DES EAUX PAR LES MICROALGUES (FILALI, 2012)............ 48
FIGURE Il. 6: MECANISMES DE PHYCOREMEDIATION DES MLS (MODIFIEE PAR GARCIA-GARCIA ET
AL. (2016) ET SURESH KUMAR ET AL. (2015)) ...uviieiiieeeiie et 50
FIGURE Il. 7: VUE SCHEMATIQUE DES STRUCTURES DE LA PAROI CELLULAIRE DE CERTAINES
ESPECES DE MICROALGUES (BAUDELETET AL., 2017; DE CARVALHO ET AL., 2020). ............. 52
FIGURE Il. 8: MECANISMES DE BIO-ELIMINATION EXTRACELLULAIRE DES MLS A L’AIDE DE
CELLULES VIVANTES DE MICROALGUES, MODIFIES PAR (MANTZOROU ET AL., 2018)............. 54
FIGURE Il. 9: SCHEMA GENERAL DE DETOXIFICATION INTRACELLULAIRE DES MLS DANS LES
CELLULES DE MICROALGUES ADAPTE PAR (BLABY-HAAS & MERCHANT, 2012; TORRES ET
I 001 ) PSSP PR PP 56

CHAPITRE 111

FIGURE Il1. 1: LOCALISATION DES SITES D’ECHANTILLONNAGE A SKIKDA (GOOGLE MAPS) .....66

FIGURE I1l. 2: SITE ST1 APRES LE POINT DE REJET DE LA RAFFINERIE DANS LA ZONE ESTUAIRE A :
IMAGE SATELLITAIRE (GOOGLE MAPS) B : IMAGE IN SITU (PHOTO PERSONNELLE) ............... 66

FIGURE Il1. 3: SITE ST2 LA PLAGE « BEN MHIDI ». A : IMAGE SATELLITAIRE (GOOGLE MAPS) B :
IMAGE IN SITU (PHOTO PERSONNELLE) ....eeiutvteitieeeitteeestteeestteeesteaessnaessnaeesssnaessssnessnnneesnnnas 67

FIGURE IlI. 4: SITE ST3 LA PLAGE MILITAIRE.L. A : IMAGE SATELLITAIRE (GOOGLE MAPS), B :
IMAGE IN SITU (PHOTO PERSONNELLE) ..vvvtteeitttiteesiiiiteeesitteseeasstseeeessstneaeessnssneeessssnneessnsnnnas 67

VI



Liste des figures

FIGURE Ill. 5: ECHANTILLONNAGE DES MICROALGUES A L’AIDE D’UN FILET ET REMPLISSAGE DES

BOUTEILLES EN VERRE STERILES (PHOTOS PERSONNELLES) .....vvvveeiiiiireesiirieeessivneeessninneeans 68
FIGURE I11. 6: PREPARATION DES ECHANTILLONS ....vvvttteeeesiiiitirieeseeeessssssnsssssseeesssssnnsnnesseseesssnns 69
FIGURE IIl. 7: IDENTIFICATION MACROSCOPIQUE DES COLONIES DE MICROALGUES ........cccevvvvvnnnne 69
FIGURE Ill. 8: IDENTIFICATION DES MICROALGUES PAR OBSERVATION MICROSCOPIQUE. .............. 70
FIGURE I11. 9: MONTAGE DU PHOTOBIOREACTEUR POUR LA CULTURE DES MICROALGUES............. 73
FIGURE I11. 10: ETAPES DE PREAPARATION DE L'EXTRAIT DE SOL ..eeeeeeiiiiuviiiiireeeeeesssinininenneeeeaanns 77
FIGURE Ill. 11: ISOLEMENT DES MICROALGUES SUR LE MILIEU BOLD GELOSE............ccceeeeeeeeeennn. 78
FIGURE I1l. 12: REPIQUAGE DANS UN MILIEU LIQUIDE .....cceeeiiieeeeeeee e 79
FIGURE I1l. 13: REPIQUAGE DANS UN MILIEU GELOSE .....ccciiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 79
FIGURE Ill. 14: REPIQUAGES SUCCESSIFS PAR COUPLAGE ......uutuuiiiieeeiieiiiiiieeiseeeeeeesirinesseeessessnnnes 80
FIGURE Ill. 15: SOUCHES DES MICROALGUES PURIFIEES APRES 7 JOURS D’INCUBATION ................ 82

FIGURE I11. 16: NUMERATION CELLULAIRE A L’AIDE DE LA CELLULE THOMA SOUS MICROSCOPE
PHOTONIQUE MUNI D’UNE CAMERA ET RELIE A L’ ORDINATEUR ....ccvvviiieiieesiieesieesneesveessnens 83
FIGURE I11. 17: DETERMINATION DES MATIERES SECHES (MS) .....uviiiiiiiiiiiieiiie e 85
FIGURE I1l. 18: MESURE DE DO PAR SPECTROPHOTOMETRE (HELIOS EPSILON 3SGN006008
UV EVLS) ettt ettt et h et e bt et et e Rt Re e te et e be b neenreenne s 86

FIGURE Il1. 19: PHOTOBIOREACTEUR (PBRT) POUR LE TRAITEMENT BIOLOGIQUE DES EAUX USEES

FIGURE I11. 20: CULTURES MERES EN MILIEU LIQUIDE AMENDE DU CADMIUM DES MICROALGUES EN
CROISSANCE CHLORELLA VULGARIS ET APHANOCAPSA ZANARDINIL ©.vvvvvvriiieeesiiiiiiiienieeeennnns 103

FIGURE Il1. 21: LES TROIS CONCENTRATIONS DE PETROLE BRUT UTILISEES (0,1%, 0,5% ET 1%). 106

FIGURE I11. 22: TEMOINS DES ESPECES SANS PETROLE BRUT ....uvviviiiiiieeeisiiiinierieeeeessssnisnnneeeeens 107
CHAPITRE IV

FIGURE IV. 1: LES VALEURS DE LA CONDUCTIVITE DES TROIS SITES DE PRELEVEMENT ........cc.... 111

FIGURE IV. 2: LES VALEURS DE L’OXYGENE DISSOUS POUR LES TROIS SITES.....uvvviieeeiiiiiirnneneens 112

FIGURE IV. 3 LES VALEURS DE LA DCO ET LA DBOs OBTENUES POUR LES TROIS SITES. ........... 114

FIGURE IV. 4: LES VALEURS DE MES POUR LES TROIS SITES DE PRELEVEMENT. .....cccovvivvviiinnnnn. 115

FIGURE IV. 5: LES VALEURS DES NITRITES (NO2), D’AMMONIUM (NH4") ET DE L’AZOTE
KDJELDHAL (NKDJ) DANS LES TROIS STATIONS DE PRELEVEMENT. ....ecvviiiiiiiieiieeieeeeaneenis 116

FIGURE IV. 6: LES VALEURS DES PHOSPHATES POUR LES TROIS SITES DE PRELEVEMENT. ............ 117

FIGURE IV. 7: LES VALEURS DU CARBONE ORGANIQUE TOTAL (COT), HYDROCARBURES TOTAUX
(HT) ET (HAPS). ottt ettt e be et e et e e st e e taenteenbeenne e 118



Liste des figures

FIGURE IV. 8: OBSERVATION MACROSCOPIQUE (A) ET MICROSCOPIQUE (X1000) (B) DE CHLORELLA
VULGARIS (PHOTOS PERSONNELLES) ....uttteiutttestteesssteesssteeessteeesssnessssneesssneesssseeessseesssseessnes 119
FIGURE IV. 9 : OBSERVATION MACROSCOPIQUE (A) ET MICROSCOPIQUE (X1000) (B) DE L’ESPECE
APHANOCAPSA ZANARDINI (PHOTOS PERSONNELLES) ....vvevvieiieaiie sttt 119
FIGURE IV. 10: OBSERVATION MACROSCOPIQUE (A) ET MICROSCOPIQUE (X1000) (B) DE L’ESPECE
INITZSCHIA SP. ..ttt ettt ettt e e e e e e ettt et e e e e e e e e s bbbt b e et e e e e e e e e nbbbb e e e et e e e e e s s annnnnees 120
FIGURE IV. 11 : EVOLUTION DE LA CROISSANCE EN BIOMASSE DES TROIS ESPECES DE
MICROALGUES (NITZSCHIA SP. A. ZANARDINII ET C. VULGARIS) ET DE LA CONDUCTIVITE DU
MILIEU DE CULTURE (WC, BBM ET BG11) RESPECTIVEMENT EN FONCTION DU TEMPS........123
FIGURE IV. 12: EVOLUTION DE LA CROISSANCE EN BIOMASSE DES TROIS ESPECES DE MICROALGUES
(NITZSCHIA SP. A. ZANARDINII ET C. VULGARIS) ET DE LA CONCENTRATION EN O DISSOUS DU
MILIEU DE CULTURE (WC, BBM ET BG11) RESPECTIVEMENT EN FONCTION DU TEMPS. ...... 124
FIGURE IV. 13: EVOLUTION DE LA CONCENTRATION EN BIOMASSE DE NITZSCHIA SP. ET DE LA
CONDUCTIVITE ELECTRIQUE DE L’EAU USEE SYNTHETIQUE EN FONCTION DU TEMPS ........... 127
FIGURE IV. 14: EVOLUTION DE LA CONCENTRATION EN BIOMASSE DE NITZSCHIA SP. ET DE LA
CONCENTRATION EN O2 DISSOUS DE L’EAU USEE SYNTHETIQUE EN FONCTION DU TEMPS. ....128
FIGURE IV. 15: EVOLUTION DE LA CONCENTRATION EN BIOMASSE DE NITZSCHIA SP. ET DE LA

CONCENTRATION EN AMMONIUM, NITRITES ET NITRATES DE L’EAU USEE PENDANT 33 JOURS

FIGURE IV. 16: EVOLUTION DE LA CONCENTRATION EN BIOMASSE DE NITZSCHIA SP. ET DE LA
CONCENTRATION EN PHOSPHATE DE L’EAU USEE PENDANT 33 JOURS.....ccviiireiiarieareenrenneens 133
FIGURE IV. 17: EVOLUTION DE LA DENSITE OPTIQUE DES DEUX MICROALGUES EN FONCTION DU
TEMPS. (A) A. ZANARDINII, (B) C. VULGARIS. DOo, DO1, DO2 ET DO3s MENTIONNENT LES
CONCENTRATIONS DE CD?* (0, 50, 100 ET 250 MG/L).....vevveveerieereeeeeeee et 137
FIGURE IV. 18: EVALUATION DE LA CROISSANCE DU POIDS DE LA BIOMASSE SECHE EN FONCTION
DU TEMPS. (A) A. ZANARDINII, (B) C. VULGARIS. MSo, MS1, MS; ET MS3 REFERENCES AUX
CONCENTRATIONS DE CD?* (0, 50, 100 ET 250 MG/L)......oveverieerieeeeeeeseeesie st 138
FIGURE IV. 19: CROISSANCE DE LA POPULATION CELLULAIRE DANS LES CULTURES DE
MICROALGUES EN FONCTION DU TEMPS. (A) A. ZANARDINII, (B) C. VULGARIS. LOG(N) : NOMBRE
DE CELLULES TRANSFORMEES EN LOG. LOG(No), LOG(N1), LOG(N2) ET LOG(N3) FONT
RESPECTIVEMENT REFERENCE AUX CONCENTRATIONS EN Cb?* (0, 50, 100 ET 250 MG/L)....139
FIGURE IV. 20: ELIMINATION DU CD?* A L’AIDE DE MICROALGUES BLEUES-VERTES ET VERTES : (A)
APHANOCAPSA ZANARDINII, (B) CHLORELLA VULGARIS .....veivviitiesiiesieeieeiessvesteeseesiaaeeaneesns 142



Liste des figures

FIGURE IV. 21: DEGRADATION DU PETROLE BRUT: A : DEBUT D’INCUBATION. B : EMULSIFICATION
DU PETROLE. C : DEGRADATION DU PETROLE ET PRODUCTION DE BIOMASSE...............c....... 145

FIGURE IV. 22: EFFET DE LA VARIATION DE LA CONCENTRATION DU PETROLE BRUT SUR LA DENSITE
OPTIQUE DU A. ZANARDINI ET C. VULGARIS. ...evvvrtieiiieeeeiiiettiiensseessseesirsi s seessssessnssssssseseees 147

FIGURE IV. 23: EFFET DE LA VARIATION DE LA CONCENTRATION DU PETROLE BRUT SUR LES

NOMBRES DES CELLULES VIABLES DU A. ZANARDINI ET C. VULGARIS........ccccvrrrirrreeeeesiinnenes 149

Xl



LISTE DES TABLEAUX




Liste des tableaux

CHAPITRE I
TABLEAU Il. 1: AVANTAGES ET LIMITES DES SYSTEMES DE CULTURE DES MICROALGUES (CHEAH ET
AL., 2015; UMAMAHESWARI & SHANTHAKUMAR, 2016; ZHANG ET AL., 2014).........ccveeneee. 43
CHAPITRE 111
TABLEAU I11. 1: LOCALISATION DES SITES D’ECHANTILLONNAGE ... .uuvvuvururnnnnnsrnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnes 65

TABLEAU Ill. 2: MILIEU DE CULTURE DE BOLD 1967 : MILIEU D’USAGE GENERAL POUR LES
MICROALGUES VERTES UNICELLULAIRES (BAIWA ET AL., 2017).....coiiiiiiiiiieiiienic e 74
TABLEAU I1l. 3: MILIEU DE CULTURE WC POUR LES DIATOMEES .. ccvnieeeeeeeee e e e eee e e 76

TABLEAU I11. 4: COMPOSITION DU MILIEU DE CULTURE BG11 SPECIFIQUE POUR LES MICROALGUES

VERTES UNICELLULAIRES ...utttuttuuussssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 81
TABLEAU I11. 5: COMPOSITION CHIMIQUE DE L’EAU USEE SYNTHETIQUE .....uvuvvvuvruieraiennnnnnnnnnnnnns 105
CHAPITRE IV
TABLEAU V. 1: DENOMBREMENT DE FAMT ..ot 109

TABLEAU IV. 2: PARAMETRES PHYSICOCHIMIQUES DE L’EAU DES TROIS SITES DE PRELEVEMENT
DES MICROALGUES .....cuvveutiteeteteeetesesesesessaseesesessasessasessasessasessasessasessasessesessasessasessasesseses 110
TABLEAU IV. 3 : RESULTATS DE LA CROISSANCE EN BIOMASSE DE NITZSCHIA SP. EN FONCTION DES
PARAMETRES DE CONTROLE DE CONDUCTIVITE, PH, TEMPERATURE ET O2 DISSOUS............ 121
TABLEAU IV. 4: RESULTATS DE CROISSANCE EN BIOMASSE DE A. ZANARDINII ET C. VULGARIS
CULTIVEES DANS LE MILIEU DE CULTURE BBM ET BG11 RESPECTIVEMENT. ....ccovevrvrnnan. 122
TABLEAU IV. 5 : RESULTATS DES DIFFERENTS PARAMETRES EFFECTUES AVANT TRAITEMENT. ...125
TABLEAU IV. 6: RAPPORTS DE BIODEGRADABILITE DE L’EAU USEE SYNTHETIQUE........c.cveveveeen. 126
TABLEAU IV. 7 : RESULTATS DE LA CULTURE DE NITZSCHIA SP. DANS L’EAU USEE SYNTHETIQUE 127
TABLEAU IV. 8: COMPARAISON DES RESULTATS DE CARACTERISATION DES DEUX BASSINS DE
TRAITEMENT DU PHOTOBIOREACTEUR BASSIN1 (EAU USEE) ET BASSIN3 (EAU EPUREE)....... 129
TABLEAU IV. 9: EVOLUTION DE LA DENSITE OPTIQUE POUR A. ZANARDINII ET C. VULGARIS CULTIVES
SUR BBM LIQUIDE AVEC DES CONCENTRATIONS CROISSANTES DE CD?* . ....ocvevviveiiiiie, 137
TABLEAU V. 10: EVOLUTION DU POIDS DE LA BIOMASSE SECHE DES DEUX MICROALGUES
CULTIVEES AVEC DIFFERENTES CONCENTRATIONS DE CD? . ...oviviiiicceceeceee e 138
TABLEAU IV. 11: EVOLUTION DE LA CROISSANCE DES BIOMASSES D’ ALGUES CULTIVEES SUR BBM
LIQUIDE ENRICHI OU NON EN CD A DIFFERENTES CONCENTRATIONS. ....ovoveviverereneirnsnennn, 139
TABLEAU IV. 12: TAUX DE CROISSANCE 1 ET TEMPS DE DOUBLEMENT DE GENERATION G
DETERMINES POUR LES DEUX ESPECES A. ZANARDINII ET C. VULGARIS POUR CHAQUE
(oo )Ntz Va7 1 o] N o] 1 o Y 140

X1



Liste des tableaux

TABLEAU IV. 13: TAUX DE BIO-ELIMINATION DU CD?* A DIFFERENTES CONCENTRATIONS EN
UTILISANT LES MICROALGUES A. ZANARDINI ET C. VULGARIS. .. .vvvvirrreeeeesiiinrrrereaeeeessnsnennns 142
TABLEAU IV. 14: EVOLUTION DE LA DENSITE OPTIQUE POUR A. ZANARDINII ET C. VULGARIS AVEC
DES CONCENTRATIONS CROISSANTES DE PETROLE BRUT. ...iceiiiiiiieeiitiieeeesciineee e s snvee e e 146
TABLEAU IV. 15: EVOLUTION DE LA NUMERATION CELLULAIRE LOG (N) POUR A. ZANARDINII ET C.
VULGARIS AVEC DES CONCENTRATIONS CROISSANTES DE PETROLE BRUT........ccvveeeivieeeennne, 148
TABLEAU V. 16: TAUX DE CROISSANCE p ET TEMPS DE DOUBLEMENT DE GENERATION G
DETERMINES POUR LES DEUX ESPECES A. ZANARDINII ET C. VULGARIS POUR CHAQUE
CONCENTRATION DE PB (1%, 0,5% ET 0,190). ...eeiiveeeeiiie et see e 140
TABLEAU IV. 17: TAUX DE BIO-ELIMINATION DU PETROLE BRUT A DIFFERENTES CONCENTRATIONS

EN UTILISANT LES MICROALGUES A. ZANARDINI ET C. VULGARIS. .eeveeeee e eeenens 150

XV



LISTE DES ABREVIATIONS




Liste des abréviations

A
ADN

Acide désoxyribonucléique .................. 23
ADP

Adénosine diphosphate ...........c.ccccueenee. 15
AEP

Alimentation en eau potable.................. 24
AFM

Microscopie a force atomique .............. 59
Ag*

ATGENT....ooiiii e 13
A|3+

AluminUM ..o 13
ARN

Acide ribonucléique ...........ccceevvvenee. 134
ASZ+

ATSENIC....ciiiiiiiieieee e 13
ASTM

American Society for Testing and

MaterialS .........cccoeviiiiiiiiiiiee e, 13

ATP

Adénosine triphosphate...................... 134
ATPases

Enzymes d'hydrolyse ou de synthése des

molécules d'adénosine-triphosphate

ATPases de type P1B
are integral membrane proteins that
couple ATP hydrolysis to metal cation

transSport. .....eveeeeeviieeee e 55

B

BBM

Bold Basal Medium............ccccceevvrenen. 69
BG11

Blue Green Medium ...........cccceevvveenen. 72
BTP

Batiment et travaux publics ................. 36
C

Ca2+

CalCium ... 52
Cccl/VIT1

des familles de compléments croisés

sensibles au Ca2+1/transporteur de fer

vacuolairel .......cccoooevevveiiieniieenie 55
CCuUs
Capture et utilisation rentables du carbone
......................................................... 61
Cd2+
Cadmilum.....coveieiiiie e 11
CDF
facilitateur de diffusion de cations......... 55
Facilitateur de diffusion de cations ....... 55
CE
Conductivité électrique..............cccve...ne. 88
CIRC
Centre International de Recherche sur le
CaNCEN ...t 102
CN
CYaANUIE....oiiii et 9
CO2
Dioxyde de carbone.............ccceevveevinnnn. 2



Liste des abréviations

C02+
Cobalt ... 13
COoT
Carbone organique total ...................... 93
cr3*
Chrome ......ooovieceee e 13
CRBt
Centre de recherche en biotechnologie
(Constanting)........cccooeveerveeiieenieennne. 89
CTR
Cu -familles de transporteurs................ 55
Cu2+
CUIVIE oo 11
Cys
12 CYSLEINE ... 57
D
DBO
Demande biochimique en Oxygeéne....... 60
DO
Densité optique ........ccveevveeeiiee e, 83
E
EDS
Spectroscopie a rayons X a dispersion
d’ENergie ......cvvvveeiiiiieeeee e 59
EELS
Spectroscopie de perte d’énergie
électronique........cccoeevvveeeiieeciiee e, 59
EP
Effluents pétroliers..........cccccooeeennnns 152
EPS
Extracellular polymeric substance ........ 53
ESI

Imagerie par spectroscopie électronique59
F

Fe?*

Fer ferreUX.......oovvveniieeiiie e 11
FPN

FerroPOrtiN .......cccoovveveviee e, 55
FTR

Fe-Transporter........ccccccvveeiieneennne 55

G

GC-MS
Chromatographie en phase gazeuse
couplée a un spectrometre de masse..89
GCS

Glutamylcystéine synthétase................. 57
Glu

le glutamate..........cccoveevineeviie e, 57
Gly

laglycine....cccoooveiie e 57
GS

Glutathion synthétase ............cccccceveeene. 57
GSH

Groupe sulfhydrile...........cccccoovveinnnne, 57
H
ha

HECtar ..., 40
HAPs

Hydrocarbures aromatiques polycycliques

......................................................... 19

HC

Hydrocarbures...........ccocovveeeiiiinecciinnnn. 16
HCA

Hydrocarbures aromatiques................... 16



Liste des abréviations

HCN

acide cyanhydrique ...........cccocoveviieennenne 9
H92+

MEICUIE ..o 11
HRAP

High rate algal ponds ...........ccccceeneeene 40

Systémes d’étangs d’algues a haut débit61
HT

Hydrocarbures totaux ...........c.cccccvee.ee. 95
HWM

High Molecular Weight........................ 29
K
K

Coefficient de biodégradabilité des eaux

USEES veveeeeereeeeteeeeteeeesieeeesneneesnnneens 94

K+

POtasSIUM.......coeviiieciiee e 52
kDa

Kilo Dalton.........ccccoeevveiiieecee e, 56
L
LB-EPS

Substances polymeres extracellulaires

attachés a la paroi cellulaire ou les EPS

lachement liéS........ccocvvviiiiiiiiiiins 53
LED
Diode électroluminescente ................... 71
LMW
Light Molecular Weight ..................... 29
Log (N)
Log décimal du nombre de cellules (N)
....................................................... 138
log[C]

Logarithme a base de 2 de la

concentration en biomasse............... 121
LUX
Unité du flux lumineux............cceevvenee. 71
M
MES
Matieres en Suspension..................... 6, 84
MET
Microscope €électronique & transmission58
M92+
MagNSIUM.......cooviiiieiieiie e 52

milieu /2
Milieu de culture de Guillard F/2 utilisé

pour la culture dalgue..................... 133

MLs

Meétaux lourds ..........ccovveiivienieiiieinnn 49
Mn2+

MaNQaNESE .....ccvvverirreeiiiieesieeeeiee e 13
MO

Matiére organique .........cccceeevveerveeennnnn. 95
M02+

Molybdene .......cccccovveiviie e, 14
MS

Matiere SEChe .........ccocvvviiiiiiiii e, 83
MT

Microtubules ..........ccccovviiiiiiiiiein, 56
MTs

Métallothionéines..........cccocvvvvviiiennnnn, 56
N
N

Nitrogene (Azote)........coceeevivveeiivneeennen. 48
Na*

XVII



Liste des abréviations

SOAIUM oo 52
NaCl
Chlorure de sodium..........ccccooveeiieinnnne 68
NADPH
Nicotinamide Adenine Dinucleotide
Phosphate..........cccovviiiiiiiee, 117
NC
Numération cellulaire...............cco.o..... 83
NH3
AMMONIAQUE......cuvieiiiiiieiieeee e 10
NH,*
AMMONIUM ..o 10
Ni2+
NiICKel ..o, 13
NK
Azote Kjeldahl .............ccoooeeieeinne, 115
NO
NIEFEES .o 10
NOs"
NIEFALES .o 10
NRAMP
Natural Resistance-Associated
Macrophage Proteins...............c........ 55
NT
Azote total ........ccccevieiiii 125
NTEL
National Energy Technology Laboratory
......................................................... 61
o)
0O dis
Oxygeéne diSSOUt..........cccveevivreeeiieeeenen. 90
OMS
Organisation Mondiale de la Santé........ 13

P
P

PhoSphore ......ccoeiieii 48
Pb2+

Plomb....ooeee 11
PBR

Photobiorécteur ..........cccoovvvevvencinee 41
PBRT

Photobioréacteur de traitement ............. 69
PC

Phytochélatines ...........cccocevvveiiennennn, 56
PCA

Plate Count Agar..........ccccevvveiieennennn 87
PCS

Phytochélatine synthase........................ 56
pH

Potentiel d'Hydrogene ..........cccccevvveneee. 13
PO,

Les ortho-phosphates...........cc.ccccvveeneee. 89
polype

Polymeéres d’orthophosphate................. 58
ppm

Partie par million...........cccccoeevvevvveennnen. 19
PSM

Poste de sécurité microbiologique ........ 78
PT

Phosphore total..............ccccoevveiinnnne, 126
Q
Qrotal

Quantité d’hydrocarbures totale............ 96
R
Res %

XIX



Liste des abréviations

Rendement d'épuration du pétrole brute

€N POUrCENtAge .....evvvvvveeeeeeiiiiiie 150

RWP

Raceway pond..........ccccevvveeiveiieennnnne 44
S
Se?

Selenium ..o 13
SIM

Spectroscopie d’ions sélectifs............... 89
SL-EPS

Substances polymeres extracellulaires

solubles dans les milieux de croissance

......................................................... 53
Sr2*
SErONtIUM ..o 13
STEP
Station d'épuration ...........ccccceevviveriinnnns 1
T
TB- EPS
Substances polymeres extracellulaires
étroitement liés........ccoevveiiiiiennnnn. 53
TBT
Tributylétain .........ccooeeveeiiieecee e, 37
TCA
Acide tricarboxylique..........cc.cccoveenen. 29
Tm

TEMOIN e 150
U
UFC

Unité formant colonie............ccovvvvennn. 87
USA

United States of American.................... 21
V
Vs

Volume de I'échantillon (sample volume)

......................................................... 96

W
WAF

Water-Accommodated fraction........... 153
WC

The standard culture medium for

freshwater diatoms from habitats with

neutral to highpH........cc.cccooveeine 72

Wi, Wk

Poids initial et poids final .................... 96
z
ZIP

Zrt-Irt-like protein ..........cccocveeviveeiinnnnn, 55
Zn?*

ZINCoviiiie it 11

XX



INTRODUCTION GENERALE




Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

L’eau est un élément de préservation de la santé de I’Homme, mais aussi, le véhicule le
plus commun et le plus important de la transmission des maladies, surtout que les risques de
pollutions existent a chaque étape du parcours de I’eau. La surveillance de sa qualité comprend
plusieurs étapes et on imagine difficilement la somme des compétences et de technicites
nécessaires pour assurer les qualités saines de I’eau par I’exploitation des sources d’eau afin
d’éliminer les substances et les microorganismes susceptibles de présenter un risque pour la
santé.

Plusieurs stratégies ont été utilisées pour la dépollution des eaux usées telle que le
traitement par des procédés biologiques classiques (Le lagunage, les lits bactériens, les disques
biologiques et les boues activées). Les technologies conventionnelles appliquées pour éliminer
les polluants chimiques tels que les métaux lourds et les hydrocarbures en particulier a de faibles
concentrations sont inefficaces et/ou colteuse (Dwivedi, 2012). A cet effet, le développement
d’autres méthodes plus efficaces est devenu une nécessité. Toutefois, le traitement des eaux
usées est un processus trés important pour la vie humaine. Cependant, I’épuration des eaux
usées est effectuée non seulement pour protéger la santé de la population et éviter les maladies
contagieuses, mais aussi pour protéger I’environnement. A I’heure actuelle, ce dernier but
devient de plus en plus important et les techniques de traitement et les stations d’épuration
évoluent constamment. Les traitements usuels ont été complétés par des traitements qui visent a
éliminer le plus possible de substances nocives pour les écosystemes (Moulin et al., 2013).

La plupart des stations d’épuration (STEP), ne répondent pas a I’objectif principal
d’élimination des substances dangereuses et toxiques présentes dans les eaux usées. Ce probleme
présente la limite primordiale contre la réutilisation des eaux usées. C’est dans ce but que se sont
développees a I’heure actuelle des procédés innovants pour le traitement des eaux usées, qui
sont par exemple : Les technologies membranaires (Tamburini et al.,, 2013) telles que:
I’osmose inverse couplée a de Pultrafiltration en prétraitement, les procédés d’adsorption
réversible, les procédés d’oxydation avancée et les biotechnologies telles que I'utilisation des
photobioréacteurs qui constituent une évolution des procédés biologiques au respect de
I’environnement et du développement durable.

L’une de ces méthodes est la phycoremédiation qui utilise des microalgues pour la
dépollution des eaux usées,

En effet, les microalgues sont des microorganismes aquatiques unicellulaires

photosynthétiques qui présentent une grande diversité morphologique et des caractéristiques

1
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biochimiques intéressantes qui leur conférent un grand nombre d’applications a 1’échelle
scientifique et industrielle dans différents domaines (Filali, 2012), elles sont apparues comme
une solution dans une optique de durabilité environnementale qui pourraient permettre de retirer
efficacement les nutriments en fortes concentrations dans les eaux usées. Les microalgues
possedent un potentiel biotechnologique évident.

L’utilisation des microalgues dans les processus biotechnologiques a regu beaucoup
d’attention a I’échelle mondiale actuelle. Ceci est principalement di au fait qu’ils sont peu
coQteux & cultiver, nécessitant que la lumiere du soleil et le CO>, tout en fournissant une gamme
d’emplois telles que: la protection de I’environnement par 1’utilisation de leurs aptitudes a fixer
le CO2 et quelques métaux lourds pendant leurs périodes de croissance (traitement des eaux
usées, réduction des gaz a effet de serre) et a produire de 1’énergie sans dégagement de gaz a
effet de serre (production de biocarburants), I’alimentation des poissons, la génération de
métabolites d’intérét et en biorestauration (Becerra-Celis, 2009). En effet, du fait des
conséquences du réchauffement climatique et des émissions importantes de gaz a effet de serre,
plusieurs études se sont orientées vers le role potentiel des systemes biologiques (Collotta et al.,
2018; Dhar et al., 2020; Razzak et al., 2013; Sukacova et al., 2017), et plus specialement
I’implication de la biotechnologie microalgale respectucuse de I’environnement, dans la
réduction et I’élimination de ces émissions (Daneshvar et al., 2022). Beaucoup de travaux ont
porteé sur la culture des microalgues et leurs capacités et réles importants dans le traitement des
eaux usées et la biosorption des différents types des métaux lourds et polluants (Andrade &
Andrade, 2018; Li et al., 2021; Lin et al., 2020; Salam, 2019).

En raison de leur surface cellulaire spécifique étendue, les microalgues ont des capacités
d'absorption particulierement intéressantes pour la décontamination de milieux pollués et la lutte
contre l'eutrophisation. Ces applications de bioremédiation sont largement documentées dans la
littérature scientifigue (Abdel-Raouf et al., 2012; Choi & Lee, 2012; Tricolici et al., 2014;
Wang et al., 2010). Les taux de croissance élevés des microalgues, associés a leurs capacités
d'absorption de l'azote et du phosphore, peuvent ainsi étre mis a profit pour I'épuration des eaux
urbaines ou industrielles ou des effluents d'élevage (Rana, 2010; Samori et al., 2013). Elles sont
utilisées depuis longtemps dans des procédés de lagunage, qui utilisent des végétaux aquatiques

comme agents épurateurs (Rassam et al, 2012).

C’est dans ce cadre que s’inscrit la présente thése qui porte sur [I’utilisation des
microalgues pour éliminer la pollution carbonée, azoté, phosphoré, les métaux lourds et les

hydrocarbures contenus dans les eaux usees.



Introduction générale

Dans I’introduction générale, sont présentés la problématique générale, le contexte
scientifique et les objectifs tracés.

La présente thése est composée de quatre chapitres.

Le premier chapitre est consacré a la présentation du contexte de I’étude a travers une
synthese bibliographique des différentes notions importantes abordées tout au long de notre
thése.

Le deuxiéme chapitre constitue 1’état de I’art de notre thése. Ce chapitre est consacré a
une synthése générale sur les microalgues et leurs applications dans le domaine de la dépollution
des eaux usées.

Au cours du troisieme chapitre, nous présenterons la méthodologie de recherche suivie
pour la réalisation des travaux expérimentaux dans 1’objectif de répondre a la problématique
proposée dans le théme de notre thése, en étudiant I’efficacité d’utilisation des microalgues dans
la bioremédiation des eaux usees.

Le quatriéme chapitre a pour objectif de présenter les principaux résultats obtenus et leur
discussion qui permet de ressortir des aspects novateurs et originaux issus de notre investigation

de recherche scientifique.

Enfin, une conclusion générale fait un bilan global des différentes méthodologies suivies
et les principaux résultats obtenus. Des perspectives de recherches envisageables seront

identifiées a la fin de la conclusion genérale.



CHAPITRE ] :
CONTEXTE DE L'ETUDE




Chapitre | Contexte de I’étude

INTRODUCTION

La pollution de I’eau est devenue maintenant un probléme universel. D’un jour a I’autre,
une évaluation de la politique des ressources en eau est nécessaire pour empécher ce probléme.
Des déces et des maladies sont causés dans le monde entier en raison de la pollution de I’eau et
environ 14 000 personnes meurent chaque jour a cause de la pollution de I’eau (Arif, 2020). Les
pays développés comme les pays en développement sont confrontés au problemes de pollution
de I'eau (Yang, 1990). La qualité de I’eau est influencée par de nombreux facteurs comme
précipitations, climat, type de sol, végétation, géologie, conditions d’écoulement, les eaux
souterraines et les activités humaines. La plus grande menace pour la qualité de I’eau est posée
par les sources ponctuelles des industries et des municipalités. Les activités comme I’exploitation
miniere, le développement urbain et I’agriculture affectent également la qualité de I’eau. La
pollution de source non ponctuelle comprend également les nutriments, les sédiments et

contaminants toxiques (Florescu et al., 2011).
|.1. POLLUTION DES MILIEUX AQUATIQUES

La pollution des eaux est I’introduction dans le milieu aquatique de toute substance
susceptible de modifier les caractéristiques physiques, chimiques et/ou biologiques de I’eau et de
créer des risques pour la santé de I’homme, de nuire a la faune et la flore terrestres et aquatiques
(Ramade, 2000).

Selon la gestion intégrée des ressources en eau « La pollution de I’eau est déterminée par
la transformation des caractéristiques physiques, chimiques ou biologiques de 1’eau sous 1’action
d’une activité humaine ou naturelle de facon a la rendre dangereuse ou préjudiciable pour la
santé, la sécurité et le bien étre public » (GWP, 2000).

La pollution de I’eau est formée par des décharges, évacuations, boues directs ou indirects de
corps étrangers ou de matieres indésirables telles que les microorganismes, les produits toxiques,
les déchets industriels.

La pollution de I’eau est peut-étre observée dans :

e Les nappes ou les sources d’eaux par suite d’infiltration d’eaux usées ;

e Les eaux de surfaces qui sont souillées par les déversements des eaux non traitéees ;

e Les canalisations et les réseaux d’alimentations en eau (Bouziani, 2000).
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|.2. LES DIFFERENTS TYPES DE POLLUTIONS DES EAUX

1.2.1. La pollution microbiologique

Elle est marquée par le déversement des eaux usées urbaines trés chargées en germes
entériques excrétés avec les matiéres fécales. Cette flore intestinale normale est contient des
organismes pathogénes. On peut classer tous ces organismes en quatre grands groupes: les virus,
les bactéries, les protozoaires et les helminthes selon leur ordre grandissant de taille (Baumont,
2004). Lors de I’introduction dans un milieu aquatique d’un effluent de matiéres organiques
fécales humaines ou animales, il résulte d’un déplacement des germes pathogenes a ce dernier ou
ils subissent une dissolution. Bien que ces germes intestinaux soient habitués a un milieu riche
en matiére organique, ils peuvent survivre dans des conditions défavorables qui développent
chez eux des possibilités accrues de résistance. Du fait qu’ils sont souvent aérobies/anaérobies
facultatifs, ils peuvent se developper dans différents horizons aquatiques aussi bien en eaux
superficielles que souterraines. Ces germes sont la source de développement des maladies
infectieuses (peste, choléra, poliomyélite, hépatite virale, etc....) (Sahnoun, 2010). Par
conséquent, des stérilisants tels que le chlore doivent étre utilisés pour éliminer ces polluants
dans I’eau potable (Ewaid & Abed, 2017).

1.2.2. La pollution physique

C’est une pollution qui s’explique par I’existence des particules de différentes tailles et
de matieres tres diversifiées dans I’eau, qui lui donnent une propriété trouble. On peut distinguer
les substances qui se déposent au fond (plus lourdes que I’eau), les substances qui flottent (plus
légeres que I’eau) et les substances non séparables (de méme densité que I’eau) (Bouziani,
2000). Ce type de polluants modifie la couleur, le godt et I’odeur de I’eau. La pollution physique

est un changement du caractere physique du milieu (Sahnoun, 2010). Dont on peut citer:

1.2.2.1. La pollution mécanique

Elle provient des déversements des impétrées et des éléments solides apportés par les
eaux usées industrielles, ainsi que les eaux de ruissellement. Ces contaminants sont soit des
particules grossieres, soit du sable ou bien les matiéres en suspension (MES) (Galaf &

Ghannam, 2003). Ces déchets solides divers (objets d’origines variés) posent des problémes
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d’esthétiques. Les matiéres colorantes affectent la transparence du milieu (Gaamoune, 2010) et

diminuent la pénétration de la lumiére (De Villers et al., 2005).

1.2.2.2. La pollution thermique

L’une des formes de pollution physique est la température élevée. Ce sont les eaux
évacuées par les industries utilisant un circuit de refroidissement dans la plupart des installations
(centrales thermiques, nucléaires, raffineries, aciéries..). L’élévation de la température qu’elles
induisent diminue la teneur en oxygéne dissous (Rodier et al., 2009), cette diminution nuit aux
organismes aquatiques (Ewaid & Abed, 2017). Elle augmente la vitesse de la biodégradation et
la propagation des germes. Une augmentation de température favorise les effets catastrophiques
de la contamination (Galaf & Ghannam, 2003).

1.2.2.3. La pollution radioactive

Ces contaminants sont spécialement un ensemble des particules et des complexes
radioactifs qui contiennent les derivés de I’'uranium, le plutonium, le césium et I’iode, etc. (Festy
et al., 2003). La pollution radioactive des eaux comporte un risque de plus en plus important,
elle a une conséquence directe sur les populations aquatiques en raison de la nuisance de ses
élements et des caractéristiques oncogénes et mutagénes de ses émissions. Le risque de ce type
de pollution est accru par I’activité nucléaire et la tentative d’élimination des déchets nucléaires.
Les matiéres radioactives peuvent s’infiltrer dans les masses d’eau, ou elles sont absorbées par
les organismes vivants. Les organismes sont transmis a I’homme provoquant divers effets sur la
génétique (Ewaid & Abed, 2017). Le radium est le rayonnement le plus important qui cause le
cancer des os. Aussi, la présence de matieres radioactives dans I’eau conduit a un changement

physiologique (Ewaid et al., 2019), ou dans le pire des cas, a partir d’une explosion nucléaire.
1.2.3. La pollution chimique

La pollution chimique est probablement la plus fréquente, trés ressentie et trés diverse
(Festy et al., 2003). Elle est produite a partir des rejets chimiques, principalement d’origine
industrielle. Ce type de pollution résulte de la présence de quantités excessives de sels dissous,
d’acides, fluorures, métaux, matieres organiques, engrais et pesticides. Les métaux sont pour la
plupart solubles dans I’eau dans une certaine mesure, y compris certains toxiques comme le
baryum, le cadmium, le plomb et le mercure. Alors que les métaux non toxiques comprennent le

calcium, le magnésium, le sodium, le fer et le cuivre, dont I’augmentation provoque certaines
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maladies. Une concentration excessive de sodium, par exemple, rend I’eau désagréable au golt
et entraine des risques pour la santé pour les maladies cardiaques et rénales et I’empoisonnement
des plantes. De méme, la plupart des matiéres organiques peuvent étre dissoutes dans I’eau. Ce
sont soit des matiéres organiques, qui peuvent étre dissoutes par les bactéries présentes dans
I’eau, ou ils ne sont pas solubles, tels que les pesticides et les détergents. Les engrais
comprennent principalement de I’azote et du phosphore, et leur présence dans I’eau aide les
plantes aquatiques a pousser de plus en plus. Cela peut entrainer le phénoméne de vieillissement
des lacs, qui finissent par se transformer en marécages ou en terres arides (Ewaid & Abed,
2017).

Annuellement, des milliers des composés sont synthétisés par les industries chimiques.
La plus grande partie de ces produits sont congus pour étre toxiques et persistants (Gaamoune,
2010). Cependant, les produits chimiques d’origine naturelle sont les polluants les plus néfastes a
la sante sont qui se trouvent habituellement dans les eaux souterraines (Roberts et al., 2007).
Donc la pollution chimique des eaux est divisée en deux catégories qui sont :

o Organiques (hydrocarbures, pesticides, détergents, phenols.) ;

. Minérales (métaux lourds, cyanure, azote, phosphore...).

A. La pollution organique

Elle représente les eaux usées qui contiennent des composés organiques biodégradables,
produit par les manufactures alimentaires et agroalimentaires (laiteries, abattoirs, sucreries...), et
par les eaux useées domestique (excrétions humaines, gras, lipides...etc.). Cette pollution
consomme I’oxygene dissous de ces eaux. Les polluants organiques ce sont principalement les
détergents, les pesticides et les hydrocarbures (le pétrole et ses dérivés), fongicides (Ewaid et
al., 2019).

» Les hydrocarbures

Sont des composées faiblement solubles dans 1’eau et biodégradables. lls résultent des
industries du pétrole et des transports, caractérises par la flottation sur la surface de I’eau a cause
de leur faible densité par rapport a I’eau, et ils forment une fine couche qui perturbe les échanges

gazeux avec I’atmosphere.

> Les détergents
Sont des substances tensioactives artificielles qui proviennent des déversements des eaux

usées urbaines et industrielles. Les nuisances engendrées par I’utilisation des détergents sont :
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e L’apparition de godt du savon.

e |Is provoquent un ralentissement du processus d’épuration naturelle ou artificielle par la
formation de mousse

e La diminution de la dissolution de I’oxygene dans I’eau.

» Les pesticides

Les conséquences néfastes des pesticides, qui sont généralement classées en tant que des
produits utilisés en agriculture, sont liées aux caractéristiques suivantes :

e Rémanence et stabilité chimique conduisant & une accumulation dans les produits
alimentaires ;

e Rupture de I’équilibre nature.

B. La pollution minérale

La multiplication des végétaux est influencée par la pollution minérale des eaux, ce type
de pollution peut provoquer aussi des problemes physiologiques chez les animaux. Les métaux
lourds et les éléments minéraux nutritifs sont généralement les constituants des polluants
minéraux (Mayet, 1994).

» Les metaux lourds

Les eaux usées urbaines contiennent des métaux lourds de 1’ordre de quelques pg/L. Elles
englobent le fer, le zinc, le cuivre et le plomb de grande concentration par rapport aux autres
métaux (manganése, aluminium, chrome, arsenic, sélénium, mercure, cadmium, molybdéne,
nickel, etc.) qui sont présents a I’état de traces.

» Lescyanures

Ce sont des substances toxiques a effet rapide qui peuvent exister sous plusieurs formes,
telles que les formes gazeuses, liquides et solides. Bien que les cyanures se trouvent
naturellement dans de nombreux aliments et plantes. Les équipements de cyanuration,
galvanoplastie, traitement de minerais sont responsables de déversement dans les eaux d’autres
composés cyanogenes. La formation de I’acide cyanhydrique (HCN) qui se produit lors du rejet

des ions CN"dans I’eau, devient trés dangereuse selon I’équilibre de cette réaction :
CN™ +H,O-> HCN+OH"

» La pollution par I’azote
Les sources des déchets plus ou moins riches en azote sont celles issues des activités

industrielles lors de la production des engrais, des cokeries, et des industries chimiques et
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agroalimentaires (OFEV, 2014). L’azote existe sous deux formes: La forme réduite qui regroupe
I’azote ammoniacal (NHs ou NH4") et I’azote organique (protéine, créatine, acide urique), plus
une forme oxydée en ions nitrites (NO>") et nitrates (NO3").

» La pollution par le phosphore

Les usines de traitement de surfaces des métaux et les laveries industrielles de
production d’engrais agroalimentaire sont les majeures sources de la pollution phosphorée
(Rodier et al., 2009). Le phosphore est un élément nutritif comme I’azote. La multiplication
exagérée des algues et de phytoplancton dans les environnements aquatiques en présence des
phosphates provoque le phénomeéne d’eutrophisation.

Les nitrates et les phosphates sont des composes qui provoquent le phénomene de
verdissement de I’eau, ou ce qui est connu sous le nom de floraison. Ils apparaissent comme une
couche verte de mauvaises herbes a la surface des réservoirs, des lacs, bord de mer et eaux
stagnantes. Il recouvre la surface de I’eau, ce qui empéche I’oxygene d’entrer dans I’eau et
affecte la vie des organismes aquatiques. Les algues vertes sont constituées de carbone, d’azote
et de phosphore. Il est noté que les nitrates se combinent avec I’hémoglobine, a la place de

I’oxygene, provoquant étouffement (Ewaid et al., 2019).

|.3. POLLUTION PAR LES METAUX LOURDS

Les métaux lourds, aussi nommés éléments-traces métalliques, sont présents dans le
milieu marin de facon naturelle et certains sont mémes essentiels au bon fonctionnement de
nombreux processus biologiques (Daby, 2006). Les élements métalliques les plus dangereux
pour la santé humaine et des écosystemes sont principalement le mercure, le cadmium, le nickel

et le plomb, et quelques autres comme le cuivre, le zinc, I’argent et le chrome (Sahnoun, 2010).
1.3.1. Définition des métaux lourds

Les métaux lourds ou les éléments métalliques naturels se trouvent généralement dans
I’environnement en trés fines concentrations de 1’ordre de traces tels que le mercure, plomb,
cadmium, cuivre, arsenic, nickel, zinc, cobalt, manganése etc. (Arris, 2008). D’un point de vue
chimique, les éléments de la classification périodique formant des cations en solution sont des

métaux.
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D’un point de vue physique, le terme « métaux lourds » désigne les éléments métalliques
naturels, métaux ou dans certains cas métalloides (environ 65 éléments), caractérisés par une

forte masse volumique supérieure a 5 g/cm® (Adriano, 2001).
1.3.2. Classification des métaux lourds

D’un point de vue biologique, les métaux sont généralement séparés en deux catégories
en fonction de leurs effets physiologiques : métaux essentiels et métaux toxiques essentiels ou
non pour les étres vivants. En effet, ils peuvent s’avérer indispensables au déroulement des
processus biologiques (oligo-éléments), et d’autres ne sont pas nécessaires a la vie, et peuvent
provoquer des dommages (EI-Sheekh et al., 2003; Picaud, 2017).

A. Les éléments traces essentiels

Les meétaux traces essentiels sont des éléments vitaux, leur déficience entraine soit la
mort de I’individu, soit un déséquilibre grave dans la fonction de son organisme. En utilisant une
définition plus large, on peut considérer comme « essentiel » tout élément mineral dont la
carence a pour conséquence I’altération d’une ou plusieurs fonctions de I’organisme comme le
fer ferreux (Fe?"), le cuivre (Cu?*), le zinc (Zn?*), ces derniéres pouvant étre corrigées par un
apport adéquat (EI-Sheekh et al., 2003; Nys et al., 2020; Picaud, 2017). Il remplit des fonctions
biochimiques bien précises dans I’organisme et que son absence entraine |’apparition de
symptdémes pathologiques qui disparaissent lorsque le composé est a nouveau préesent
(Kucuksezgin et al., 2006).

B. Les éléments traces non essentiels (métaux toxiques)

Inversement, ces éléments ne présentent aucune fonction métabolique, ils ont un caractere
polluant avec des effets toxiques pour les organismes vivants méme a faible concentration. Ils
n’ont aucun effet bénéfique connu pour la cellule. C’est le cas du plomb (Pb?*), du mercure
(Hg?"), du cadmium (Cd?*) (Behanzin et al., 2015).

1.3.3. Utilisation des métaux lourds

Les métaux lourds ont été largement utilisés dans les nouvelles technologies
(métallurgiques et électroniques) en raison de leurs diverses caractéristiques unigues. De ce fait,
ils peuvent étre employés dans les aciers inoxydables, les matériaux de construction, les
munitions, les matériaux médicaux, la bijouterie, etc. (Salvarredy Aranguren, 2008), et méme

les produits chimiques agricoles comme les fongicides, les insecticides et les herbicides peuvent
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contenir des métaux toxiques comme le Cu?*, le Cd?*, le Zn?* et le Pb?** (Compaoré & Nanéma,
2010).

1.3.4. Sources de pollution par les métaux lourds et les métalloides

Environ 40 % des lacs et rivieres de la planéte ont été pollués par des métaux lourds
(Zhou et al., 2020) dans lesquels ils sont introduits par I’intermédiaire de phénoménes naturels
et humains (Gouin et al., 2016). Les sources de ces polluants peuvent étre naturelles et
anthropiques.

A. Sources naturelles

Les sources naturelles de métaux lourds comprennent principalement [ altération
géologique, I’érosion des sols et les poussieres en suspension dans I’air (Shen et al., 2019). Les
interactions avec les métaux contenant les roches, normalement présentes dans I’environnement,
et les éruptions volcaniques (Ali et al., 2019). L’apport des volcans qui peuvent se produire en
raison d’émissions importantes mais sporadiques, d’une activité volcanique explosive ou de

faibles émissions continues, y compris I’activité géothermique et le dégazage (Ghorab, 2018).

B. Sources anthropiques

Ils proviennent «des substances consommees par I’individu humain, de la corrosion des
réseaux de distribution d’eau et d’assainissement, des eaux pluviales dans le cas de réseau
unitaire, des activités de service (santé, automobile) et éventuellement de rejets industriels»
(Cauchi et al.,, 1996). Les rejets industriels et domestiques, I’activité miniere et les eaux
d’écoulement contaminées par les engrais et les pesticides utilisés en agriculture sont autant de
sources ayant contribué a I’augmentation des concentrations de métaux lourds dans le milieu
marin et surtout en zone cétiére (Kaiser, 2001).

La source anthropique englobe les activités pétrochimiques, I’utilisation de combustibles
fossiles (centrales électriques au charbon, chaudiéres, fours a ciment), les activités industrielles,
le transport (véhicules et moteurs routiers et non routiers, embarcations), I’incinération des
déchets, les déchets urbains (eaux usées, boues d’épuration, ordures ménagéres) et agricole et
certains produits (interrupteurs électriques, amalgames dentaires, éclairages fluorescents)
(Gautam et al., 2014; Gouin et al., 2016). L’exploitation miniere est I’un des secteurs clés a
considérer, en particulier parce qu’il joue un réle central dans les économies des pays développés
et en développement. Cette activité génere une grande présence de métaux lourds, libérés en
raison de I’extraction de minéraux, et transportés par les riviéres et les ruisseaux, dans lesquels

ils peuvent étre dissous dans I’eau ou dans les sédiments (Vélez-Pérez et al., 2020).
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Ces espéces métalliques ont tendance a s’infiltrer dans les nappes phréatiques, et peuvent
également provoquer une pénurie d’eau, empécher la croissance des cultures en raison de
I’érosion des sols et nuire gravement a la santé humaines et provoquent des problémes aux
animaux et aux communautés humaines locales (Birn et al., 2018).

Les activités anthropiques, I’urbanisation et I’industrialisation représentent des facteurs clés
dans I’laugmentation de la concentration de ces polluants, en particulier au cours des dernieres
décennies. En Inde, il a été signalé que la concentration d’arsenic atteignait 107 pg/L dans I’eau
potable (Roychowdhury et al., 2003). Au Nigéria, des niveaux élevés de Mn?*, Pb?*, Cr¥*, Ni?*,
Cd?*, Ag*, Hg?", As?*, Se?*, Zn?" et Co?* ont été trouvés dans des échantillons d’eau prélevés
autour de plusieurs communautés minieres de plomb-zinc de Abakaliki (Obasi & Akudinobi,
2019). Pour I’Amérique latine, on a estimé qu’au moins de 4,5 millions de personnes étaient
chroniquement exposes a des niveaux d’arsenic supérieurs a 50 pg/L, et dans certains cas jusqu’a
2 000 pg/L (Fernandez-Luquefio et al., 2013). Dans ces trois cas, la concentration des métaux
lourds analysés était bien supérieure aux valeurs de référence définies par I’Organisation
mondiale de la santé (OMS). De plus, environ 140 millions de personnes dans 50 pays boivent
régulierement de I’eau contenant de I’arsenic a des concentrations supeérieures a la valeur de
référence de I’OMS de 10 ug/L (Bolisetty et al., 2019). En Chine, des concentrations élevees de
Cd?*, Cu?* et Zn* ont été signalées dans 9 riviéres cotiéres du bassin de la baie de Laizhou. Les
concentrations trouvées étaient supérieures aux valeurs admissibles données pour I’eau potable
(Xu et al., 2017). Une importante contamination au mercure a été signalée dans le bassin de la
riviere Coyuni, qui était associée aux processus d’amalgame utilisés dans 1’exploitation miniere
artisanale de I’or au Venezuela (Garcia-Sanchez et al., 2008). Divers métaux lourds ont été
trouvés dans deux riviéres principales d’Antalya (Turquie). Plus précisément, les concentrations
de Sr?* et AP* dépassaient les valeurs autorisées de la spécification standard pour le réactif eau
ASTM D1193 (Leventeli et al., 2019).

1.3.5. Effets toxicologiques des métaux lourds et des métalloides

Les métaux présents dans I’eau peuvent prendre la forme de complexes, de particules ou
de solutions. La dilution, la dispersion, la sédimentation et I’adsorption/désorption sont les
principaux processus qui régissent la distribution des métaux lourds. Néanmoins, plusieurs
processus chimiques peuvent également étre impliqués. En conséquence, la spécification de
diverses formes solubles est régie par les constantes d’instabilité de divers complexes, ainsi que

par les propriétés physico-chimiques de I’eau (pH, ions dissous et température) (Ghorab, 2018).

13



Chapitre | Contexte de I’étude

Les métaux lourds contaminent les eaux de surface et souterraines, entrainant une baisse
de la qualité de I’eau potable et de I’eau d’irrigation, ainsi que la possibilité qu’ils pénetrent dans
la chaine alimentaire humaine, présentant un risque pour la santé humaine. D’autres, comme le
cuivre, le fer, le zinc, le manganése et le cobalt sont des éléments essentiels qui jouent un role
majeur dans le métabolisme biologique méme a de tres faibles quantités (Adesiyan et al., 2018).

Les métaux lourds s’accumulent sous leur forme chimique donnée ou en combinaison
avec d’autres métaux, ce qui rend difficile de les retirez de I’eau. Des traces de ces métaux par
exemple (Co?*, Cu?*, Cr¥* Fe?*, Mg?*, Mn%*, Mo?*, Ni?* et Zn?*) sont nécessaires aux activités
métaboliques, pour éviter les maladies et les syndromes chez I’lhomme (Tchounwou et al.,
2012). Cependant, une concentration excessive de ces mémes métaux lourds peut entrainer de
graves problémes de santé humaine tels que des troubles musculaires, physiques et les processus
dégenératifs neurologiques (Azeh Engwa et al., 2019).

De longues périodes d’exposition aux métaux lourds toxiques ont eté associés a la
dystrophie musculaire, a la maladie d’Alzheimer, a différents types de cancer et a la sclérose en
plaques (Cabral-Pinto et al., 2020a; Cabral Pinto et al., 2020b; Fu & Xi, 2020; Gerardo et
al., 2020; Srivastava et al., 2017). Endommagement ou diminution des activités nerveuses
centrales et mentales, dommages aux poumons, au foie, aux reins, aux compositions sanguines,

et d’autres organes clés ont egalement été observés (Tan et al., 2018).

Le rejet de métaux lourds dans les sources d’eau peut entrainer également des désordres
physiques, chimiques et biologiques, générant des changements dans la diversité, la densité, la
composition spécifique des populations et la structure de la communauté (Ullah et al., 2017). La
nature et le degré de changement dépendent largement de la concentration en ions de meétaux
lourds et peuvent méme interrompre les processus enzymatiques (Bobaker et al., 2019;
Mokarram et al., 2020).

Le mercure est un minéral dont les composés peuvent étre mélangés avec le sol et I’eau. La
contamination avec des composés de mercure provoque des troubles du systeme nerveux central,
ainsi que des insomnies, la dépression psychologique, I’oubli, la gingivite et I’inflammation des
reins (Ewaid et al., 2019).

Le cadmium est utilisé dans plusieurs industries telles que la fabrication de plastiques et de
batteries. La contamination de I’eau par le cadmium entraine des maladies rénales, pulmonaires,
cardiaques et osseuses. En outre, les usines de plomb qui produisent des batteries sont parmi les

sources les plus importantes de pollution par le plomb (Ewaid et al., 2019).
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1.3.6. Transfert des métaux vers les organismes aquatiques

Les métaux ne peuvent traverser les membranes biologiques par simple diffusion, ils sont
alors pris en charge par le transport facilité. Le processus de bioaccumulation métallique
s’effectue en trois étapes principales : la diffusion du métal vers la surface biologique, la
diffusion au travers de la couche externe puis la complexation du métal a des sites
physiologiques inertes ou actifs, affectant ou non le métabolisme (Campbell & Couillard,
2004).

e Les métaux dissous

La prise en charge des métaux dissous par la membrane épithéliale des branchies (voie

directe de contamination) constitue I’interface clé pour les mécanismes de transport

transmembranaire et peut s’effectuer selon trois mécanismes généraux (Figure 1.1):

ATP —) ADP+Pi

e Yl
gL B

Diffusion Transport Transport
Passive Facilité Actif

@® Métal (ion ou complexe)
. Co-ion

Figure I. 1: Principaux mécanismes membranaires permettant ’entrée des métaux dans la

cellule (adapté de Masson, 2013).

v’ Le transport facilité du cation par des transporteurs transmembranaires protéiques ou des

canaux transmembranaires : ATP  —>» ADP +Pi
v le transport facilité d’un complexe métallique anionique.

v' e transport passif est réalisé par une diffusion simple du complexe métallique lipophile.

e Meétaux particulaires
Les métaux particulaires vont en effet étre réellement assimilés uniquement apres
ingestion de la particule et solubilisation du métal. Cette étape de solubilisation peut se produire
directement dans le tractus digestif ou dans les vacuoles créées par invagination de la membrane
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biologique. Dans ces deux cas, les conditions physico-chimiques (pH, oxydoréduction...) vont
favoriser la solubilisation des métaux initialement liés a la particule. Les métaux nécessitent un
passage a travers la membrane digestive ou vacuolaire apres avoir été solubilisés, par les mémes
processus que les membranes épithéliales des branchies (Campbell & Couillard, 2004).

L’endocytose peut également jouer un role important dans le transfert des métaux chez
les organismes aquatiques. Ce mécanisme, décrit au niveau des branchies, de I’épithélium du
manteau et au niveau de la barriére intestinale (Depledge & Rainbow, 1990; Roesijadi, 1994)
induit I’incorporation des métaux aux lysosomes et leur relargage dans le cytosol.

La croissance en biomasse, I’utilisation de 1’oxygéne dissous par les microorganismes, la
prolifération des cellules etc. sont affectées par la contamination par les métaux lourds
(Viarengo, 1989). Au niveau cellulaire, le principal mode de toxicité des métaux réside dans la
création d’un stress oxydant (Tatrai et al., 2001).

|.4. POLLUTION PAR LES HYDROCARBURES

Tous les milieux (sol-air-eau) sont susceptibles d’étre pollués ou contamineés par les
hydrocarbures (HC), mais la grande fréquence des deversements en mer fait que le milieu

aquatique soit le plus exposé a la pollution.
1.4.1. Composition chimique des hydrocarbures

Les (HC) sont des composées organiques formées d’une association d’atomes de carbone
et d’hydrogéne ayant une formule générale brute (CxHy) ou x et y sont deux chiffres entiers
naturels et également de petites quantités de composés hétéro-atomiques incluant du soufre, de
I’oxygeéne, de I’azote et des éléments métalliques en traces (Bocard, 2006). Selon la norme
AFNOR X 31410, les (HC) comprennent de nombreux produits pétroliers (du pétrole brut
jusqu’aux produits pétroliers raffinés incluant le kérosene, les essences, les lubrifiants et les

huiles moteurs) (Colombano et al., 2014).

Les HC sont groupés selon leur composition chimique en trois grandes classes a savoir :
les hydrocarbures saturés et insaturés non aromatiques, les hydrocarbures lourds, et les
hydrocarbures aromatiques (HCA). Les HC d’origine biogeéne et pétroliére appartiennent a ces

trois groupes des HC.
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1.4.2. Le peétrole brut

Le pétrole, en latin "petroleum™ qui signifie «huile de roche», se présente sous la forme
d’un liquide sombre, collant et visqueux (Vieira et al., 2007). La décomposition thermique de la
matiére organique (plancton, végétal, animal, etc.) par une activité microbiologique intense peut
produire du pétrole enfoui profondément sur des dizaines de millions d’années. Apres
I’extraction du pétrole brut naturel du sous-sol, est transporté vers les raffineries ou il subit une
distillation pour fabriquer divers produits (Speight, 2006; Varjani, 2017). C’est un complexe de
plusieurs hydrocarbures pétroliers, composés de différents rapports de carbone et d’hydrogéne.
Cependant, ils contiennent également de I’azote, du soufre et de I’oxygéne en quantités variables
(Chandra et al., 2013; Varjani, 2017). Il existe trois groupes de pétrole brut qui sont : le pétrole
Iéger, moyen ou lourd classés en fonction des proportions relatives des constituants de haut poids
moléculaire présents dans sa composition (Varjani, 2017). Les différentes fractions du pétrole
brut peuvent varier selon le lieu et I’age d’un champ pétrolifére ainsi que la profondeur du puits
pétrolier. (a) base d’asphalte, (b) base de paraffine et/ou (c) base mixte sont les majeures classes
de presque 85% des constituants de toutes les formes du pétrole brut (Atlas, 1981; Varjani,
2017). Les quatre grands groupes du petrole brut sont: (a) saturées (aliphatiques), (b)
aromatiques, (c) résines et (d) asphalténes (Soltani, 2004).

La figure (1.2) représente les différents types des HC qui sont présents dans les pétroles

bruts et leurs teneurs.

Un pourcentage de 65 a 95 % de la majorité des pétroles bruts contient des HC. Les
composes pétroliers peuvent étre classes en quatre familles principales, qui sont présentes en
proportions variables selon I’origine : les hydrocarbures saturés (30 a 70 %), les hydrocarbures
aromatiques et poly-aromatiques (20 a 40 %), les composés polaires (5 a 25 %) et les asphalténes
(0 & 10 %) (Soltani, 2004).
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Figure 1. 2: Les différents composés des hydrocarbures existant dans les pétroles bruts

(d’aprés (Bertrand & Mille, 1989))
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1.4.3. Définition des hydrocarbures aromatiques

Un hydrocarbure aromatique (HCA) est une substance composée d’atomes de carbones et
d’hydrogéne dont les molécules possédent de 1 a 7 cycles benzéniques de formule générale
CnH2ns. Ces hydrocarbures peuvent étre mono-aromatiques, di-aromatiques ou poly-aromatiques
et des ramifications aliphatiques peuvent étre associées.

Les HCA sont des liquides, volatiles a température ambiante. Caractérisés par un aspect
incolore, avec une odeur perceptible a des quantités dans I’air qui peut varier entre 1 ppm (pour
les xylénes) et 12 ppm (pour le benzéne). lIs sont faiblement dissous dans I’eau (de 0,02 4 0,2 %
en poids) mais peuvent se mélanger a la majorité des solvants organiques et aux huiles
minérales, végétales ou animales. Ces composés sont tous inflammables ou facilement
inflammables. C’est le cas, par exemple, du benzéne (point d’éclair -11°C) ou du toluéne (point
d’éclair 4°C) (Boust, 2005).

e Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPS)

Les HAPs sont des substances organiques apolaires et neutres composés de 2 a n cycles
benzéniques associés entre eux et ils sont formés par la combustion partielle de matiere
organique (pyrolyse et pyrosynthese) ou la distillation des dérivés de la houille ou du pétrole
particulierement des derivés du charbon (IARC, 2010; Rollin & Quiot, 2005). Les niveaux de
HAP mesurés dans ces industries sont 10 a 10 000 fois plus importants que ceux auxquels la
population générale est exposée (Hemon-delsaux, 2013).

A T’heure actuelle, presque 130 HAPs sont reconnues mais uniquement 16 sont
fréquemment étudiés dans les recherches environnementales (Figure 1.3). On considére
généralement les HAPs légers qui possedent 3 cycles ou moins et les HAPs lourds qui présentent
plus de 3 cycles.

La stabilité chimique et la hydrophobicité des HAPs accroit avec le nombre de cycles et
le poids moléculaire, cette stabilité est tres grande, par contre leurs volatilité et hydrophobicité
est faible, (Kim et al., 2013). Ces propriétés les rendent relativement résistants a la
biodégradation. De ce fait, ils persistent dans I’environnement, faisant courir un risque sanitaire.
En effet, des études ont montré que certains HAPs sont génotoxiques, mutagenes et cancérigenes
(Doornaert & Pichard, 2003; Genies, 2017).
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Figure 1. 3: Inventaire des principaux HAPs d’aprés les recommandations de I’'US-EPA
(Wilson & Jones, 1993)

1.4.4. Sources des hydrocarbures en milieu marin

L’origine de la pollution de ’eau marine la plus importante est représentée par les HC.
Cette contamination peut étre occasionnelle ou volontaire (Galaf & Ghannam, 2003). Les

hydrocarbures en milieu océaniques peuvent étre d’origines naturelles et/ou anthropiques.

A. Origines naturelles des hydrocarbures en milieu marin

e Suintements sous marins (sources géochimiques)
Les ecoulements naturels sont les résultats du déplacement du pétrole brut vers la colonne
d’eau sus-jacente. Il est estimé que presque 600 000 tonnes de pétrole brut sont des fuites

naturelles traversant dans le milieu marin par an dans le monde. Comparativement, cela
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représente 45 % de I’ensemble des intrants pétroliers dans I’environnement (NRC, 2003). Selon
Pelmont (2005), les sédiments marins sont des suintements naturels de produits pétroliers. Des
milliers de tonnes des hydrocarbures se dispersent annuellement sur toute la surface océanique,
cette pollution marine discrete a été connue depuis longtemps. Régulierement ou chroniquement,
ces gisements montrent des résurgences (cas du golfe du Mexique - USA et du golfe de San
Jorge - Argentine) qui libérent du pétrole dans les milieux marins sus-jacents. Quoique d’apres
Sauret (2011) un ruissellement naturel n’a que peu d’effet sur I’écosystéme marin car il est

souvent ayant une bonne adaptation a cet apport persistant.

e Produits par les végétaux.

Correspondent aux hydrocarbures naturellement produits par les végétaux. On les
retrouve en effet dans les cires des végetaux supérieurs et en quantité moindre, dans les résines et
les déchets microbiens (Aboul-Kassim & Simoneit, 1995 et 1996; Bomboi & Hernandez,
1991; Colombo et al., 1989). Les hydrocarbures issus des végétaux terrestres et marins restent
cependant a I’état de traces (Aboul-Kassim & Simoneit, 1995). Les végétaux produisent
essentiellement des hydrocarbures aliphatiques provenant essentiellement de la combustion de
foréts et d’herbage, avec les éruptions volcaniques. L’érosion des roches contribue également

mais a moindre hauteur, a I’apport naturel total biologique (Hahn & Pfeifer, 1994).

e Diagenese précoce de la matiére organique

La diagenese précoce de la matiére organique dans les gisements sous marins est le
résultat de la combinaison de plusieurs processus biologiques, chimiques et physiques
(bioturbation, décomposition de la matiere organique par I’activité bactérienne
(aérobie/anaérobie) et des phénomeénes de précipitation/dissolution) qui peuvent accélérer la
maturation de la matiére organique déposée a la surface des sédiments sous forme de pétrole
(Bougeois, 2015).

La biosynthese et la libération des hydrocarbures dans le milieu marin sont réalisée par
I’activité métabolique des organismes aquatiques et terrestres ou par la dégradation de leurs
matiéres organiques (Mille et al., 2007; Zaghden et al., 2007). D’apres le « National Research
Council » (1985) presque 180 millions de tonnes/an des hydrocarbures déversés dans les océans

sont d’origine biogene.
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B. Origine anthropique des hydrocarbures
Plusieurs industries associées a I’extraction du pétrole, a son transport et en usage de
produits finis (carburants, lubrifiants,...) sont les principales sources de la pollution anthropique

par les hydrocarbures.

» Sources pyrolytiques

Les procédés de combustion & température élevee sont les majeures sources pyrolytiques.
La circulation automobile considérée comme 1’une des principales sources d’hydrocarbures puis
qu’elle combine les deux processus. Les véhicules émettent des gaz d’échappement provenant de
la combustion incompléte des carburants (Fraser et al., 1999) et sont aussi a 1’origine de
déversements de produits variés tels que les carburants, les huiles lubrifiantes ou les débris de
pneumatiques (Bomboi et al., 1990; Bomboi & Hernandez, 1991; Hahn & Pfeifer, 1994;
Takada et al., 1990). Le chauffage urbain et les diverses industries employant des processus
pyrolytiques (production de coke, craquage catalytique, etc.) constituent aussi des sources

importantes d’hydrocarbures en milieu urbain (Aboul-Kassim & Simoneit, 1995).

» Sources pétrogeniques

Les sources pétroliéres, correspondant a une petrogenése a basse température (Fraser et
al.,, 1999). A I’heure actuelle, de grandes quantités de déversements des décharges pétroliers

dans la mer méditerranée.

e Rejets industriels et domestiques des hydrocarbures

Les rejets industriels et domestiques des stations d’épuration contiennent des quantités
non négligeables en hydrocarbures suites a leurs utilisations en tant que sources d’énergie et de
matiére primaire pour divers produits tout au long de la chaine industrielle. Selon les estimations,
presque 77% de la charge de pollution aboutissant les océans sont liés a des origines terrestres
(Les eaux de ruissellement et des déversements directes terrestres correspondent a un
pourcentage de 44% et 33% résultant de I’atmospheére). Environ, 12 % des dérivés du transport
marin, 10 % des déversements en mer, 1% du déplacement et de la production des ressources
minérales, spécifiquement du pétrole (Pizon, 2005).

Les déversements accidentels proviennent a partir de plateformes offshores, les dépots
atmosphériques ainsi que les eaux de production. Les eaux de production sont un mélange de
différents composés organiques et inorganiques dont de nombreux polluants, et représentent les

déchets les plus importants de I’industrie pétroliere et gaziére (Fakhru’l-Razi et al., 2009;
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Lusinier et al., 2019). Les concentrations moyennes en hydrocarbures autorisées dans les eaux
de production rejetées (avant dilution dans le milieu marin) sont d’environ 30-40 mg/L (Lusinier
et al., 2019) avec des maximums journaliers autorisés de 100 mg/L.
e Les accidents pétroliers

Les dangers les plus sérieux sont les apparences les plus évidents comme les marrées
noires qui influencent la faune aquatique et provoquent une forte mortalité sans oublier les effets
économiques engendrés pour les riverains vivants de la péche ou du tourisme (Soltani, 2004).
Une excellente aptitude d’évaporation dans I’atmosphére est le caractére des composants les plus
légers, un pourcentage moins de 10% de la contamination par le pétrole provient des accidents
marins cela peut étre justifié par le fait qu’ils ne soient pas les seuls responsables de la pollution
des mers, mais leur catastrophe est le résultat du propriété massif des épandages et des

conséquences néfastes spectaculaires sur I’environnement (Pelmont, 2005).
1.4.5. Effets de la pollution par les hydrocarbures

Dans le contexte de ce travail nous avons limité nos investigations bibliographiques aux
effets des HC sur I’écosysteme aquatique et sur I’homme. Les effets des HC touchent

pratiquement tous les secteurs de la vie aquatique.

» Les effets écologiques
Les aromatiques sont les plus toxiques, suivis des composés oléfiniques, naphténiques et
paraffiniques (généralement peu toxiques). La toxicité serait a craindre dans les eaux de boissons
pour des doses supérieures au seuil d’apparition d’odeur et de golt. Des affections cutanées ont
été constatees, dues a des produits d’addition du mazout. Les risques les plus inquiétants peuvent
provenir d’hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPS), soupgonnés d’étres cancérigenes

(3-4 benzopyréne, par exemple) (Gaujous, 1995).

» Les effets sur les médiateurs chimiques
En perturbant les relations écologiques liées aux chimio-médiateurs, les HC peuvent
modifier le comportement des étres vivants et I’équilibre écologique. Cette perturbation peut étre
liée au blocage des organes chimiorécepteurs ou a I’induction de fausses réponses. Ainsi,
certains HC extraits du kérosene ont un pouvoir attractif pour le homard (Gaujous, 1995).

» Les effets cancérigenes

Certains HAPs sont connus pour étre cancérigenes (notamment le benzopyréne, qui se

combine avec I’ADN) ou toxiques (hyperkératose, hyperplasie, effets tératogénes). En
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alimentation en eau potable (AEP), les HC dissous ou émulsionnés sont limités en ressources a 1
mg/L et en distribution & 0.0lmg/L. Les HAPs sont limités en ressources a lug/L et en
distribution a 0,2 pg/L pour le total des six substances : fluoroanthéne ; benzo 3,4 fluoroanthene ;
benzo 11,12 fluoroanthéne ; benzo 1,12 pyriléne ; indéno 1, 2, 3 pyréne et benzo 3, 4 pyrene.

» Les effets sur les produits de la péche
Les inconvénients des HC sur la consommation du poisson ou des coquillages sont :
Le goQt : le seuil de perception du golt du pétrole est voisin de 1ppm. Cette concentration peut
étre facilement atteinte chez : les organismes filtreurs (huitres, moules) et les nécrophages (bars,
thons), les HC étant concentrés dans la chaine alimentaire.

La toxicité : la présence dans le poisson ou les organismes marins de HAP cancérigenes
provenant de pollution reste discutable.

Les HC peuvent exalter la toxicité (synergie) d’autres polluants (micropolluants, métaux lourds)
ce qui pourrait étre a I’origine des nécroses (altérations cutanées) chez les poissons, qui les

rendent invendables (Gaujous, 1995).

> Les effets sur I’lhomme
La toxicité des HC sur I’homme se fait soit par inhalation d’HC gazeux, soit par ingestion
des produits contaminés tels que : les poissons, les huitres, les moules, etc. ; comme elle peut
avoir lieu par contact cutané. La toxicité des HC chez I’homme est trés variable et dépend de la
nature chimique de I’HC en question : I’éthane et le propane, HC aliphatiques saturés sont
asphyxiants. Alors que I’inhalation d’HC aliphatiques saturés a nombre de carbone élevé

provogue une action narcotique qui croit. Les (HAPS) sont plus toxiques.
1.4.6. Devenir des hydrocarbures en milieu marin

Certains processus de base affectant le devenir du pétrole brut dans le milieu naturel,
gu’ils soient d’origine physique, chimique ou biologique sont bien référencés. Ces processus
comprennent I’évaporation, I’émulsification, la dissolution, la photo-oxydation et I’oxydation
microbienne (Colvin et al., 2020; Daling et al., 2014; Stout & Wang, 2016). Le pétrole obéit a
ces différents processus lorsqu’il est versé en milieu marin et il entraine des changements de son
apparence générale et de ses propriétés physico-chimiques. Les hydrocarbures présentent
plusieurs origines et exposent aussi a divers processus en environnement marin. Ce processus est
appelé altération ou vieillissement, et est principalement di a des facteurs abiotiques et

biologiques (Federation, 2022; Harayama et al., 1999).
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A. Dégradation abiotique

> L’évaporation

Le taux et la vitesse d’évaporation dépendent de la volatilité du pétrole, les substances
pétroliers possédent un point d’ébullition inférieur a 200 °C, elle a une aptitude d’évaporation
dans les premieres 24 heures dans les environnements a températures élevées (Federation,
2022). Le pétrole s’évapore et éliminé pendant les 24 a 48 premieres heures aprés le
déversement, les hydrocarbures les plus légers (< C15), moyens (C15-C20) et lourds (> C25)
vont disparaitre par ce processus jusqu’a 75%, 40% et 10% respectivement aprés quelques jours
de décharges qui résultent d’une pollution atmosphérique (Kanan, 2012). Le taux d’évaporation
peut augmenter si le pétrole continue a s’étaler, en raison de I’augmentation de la surface de la

marée noire (Federation, 2022).

» La photo-oxydation

Lors de I’écoulement du pétrole en milieu marin, il subit une transformation
photochimique grace a la présence de la lumiere solaire. Quelques études ont proposé que les
composes petroliers sont influencés par la polymérisation réalisée par la lumiére, cependant que
d’autres ont rappelé leur photo-dégradation (Harayama et al., 1999). Les substances
aliphatiques permettent de décomposer par la réaction d’oxydation photo-sensibilisée tandis que
ces composes sont photo-chimiquement inertes. La destruction de la double liaison carbone-
carbone en position 1 et des n-alcanes en alcénes terminaux et en complexes carbonylés de faible
masse moléculaire est provoquée par les composés HCA ou polaires et de 1’anthraquinone
présents dans 1’eau de mer (Ehrhardt & Weber, 1991). Les étres vivants marins ont un effet
toxique produit par les substances hydrosolubles du pétrole. L’irradiation solaire affecte la
toxicité d’un pétrole : les nappes de pétrole deviennent moins toxiques en raison de la perte
d’hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs), mais la toxicité de la fraction hydrosoluble

augmente a mesure que sa concentration augmente (Nicodem et al., 1997).

» L’émulsification
Les caracteres du pétrole déversés subissent une énorme modification par le phénoméne
d’émulsification. On trouve deux mode¢les d’émulsions qui sont: eau-dans-huile et huile-dans-eau
lorsque les milieux sont bien agités et en présence des substances ayant des caracteres
tensioactifs (comme les asphaltenes) (Council, 2003). Les émulsions eau-dans-huile contiennent
entre 60 et 80% d’eau sous forme de gouttelettes de 1 a 20 um, provoquant une augmentation du

volume du pétrole de départ de 3 a 4 fois (Federation, 2022; Fingas, 1995). Leur densité est
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généralement supérieure a celle du pétrole d’origine (1,03 comparée a 0,8-0,95). Apres
évaporation des fractions légeres, des résidus lourds du pétrole peuvent s’agréger afin de former
des boules de goudron dont le diamétre varie de la taille microscopique & plusieurs millimétres
(Harayama et al., 1999).

» Ladissolution

La dissolution rapide des substances pétrolieres hydrosolubles dans la colonne d’eau est
réalisée lorsqu’on a un pétrole disperse. Les HCA légers comme le benzéne et le toluéne sont des
composés caractérisés par une grande solubilité dans I’eau de mer. Cependant, I’élimination des
HCA se fait quand ces composés sont évaporés. Un processus de 10 a 1000 fois plus rapide que
la dissolution. La dissolution est ’un des procédés les moins distinctifs car la plupart des pétroles
bruts et tous les pétroles lourds possedent, partiellement de faibles rapports de ces composés
(Federation, 2022).

» La sedimentation

Tres peu de pétroles coulent dans I’environnement marin. Lorsqu’un pétrole flottant se
rapproche de la cOte, une sedimentation peut se produire a cause de I’augmentation de la densité
du pétrole par rapport a celle de I’eau de mer. En effet, la densité de quelques composés
pétroliers s’approche a celle de 1’eau de mer lorsque toutes les fractions légeres subissent une
¢tape d’évaporation et que le sédiment du pétrole est modifié en mer. On assiste parfois a une
combinaison entre les pétroles (flottants, submergés ou dispersés) avec des sédiments en
suspension. Cela arrive particulierement dans les eaux peu profondes. Si la contamination est
forte, des «tapis de goudron» denses peuvent se former sur le fond marin prés du rivage. Les
sédiments qui se forment parfois, peuvent posséder une densité plus élevée a I’écoulement si le
pétrole est brulé¢ volontairement apres I’étape de déversement (Federation, 2022).

Différentes reactions contribuent dans l’augmentation de cette densité, telles que
I’évaporation, la dissolution, I’oxydation, la constitution des accumulations et I’adsorption du

pétrole dispersé sur les molécules en suspension.

B. Facteurs biologiques

» La biodégradation

Les différents microorganismes qui existent dans 1’eau de mer dégradent entiérement ou
partiellement les hydrocarbures par leur utilisation comme source de carbone et d’énergie. lls

peuvent donner des composés hydrosolubles, de dioxyde de carbone et I’eau. La biodégradation
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est considérée comme I’étape ultime dans I’élimination des hydrocarbures de I’environnement

marin.

La vitesse de dégradation dépend de plusieurs facteurs tel que : la chaleur, les éléments
nutritifs et la teneur en oxygene dissous ainsi que du type d’hydrocarbure. Les substances qui
possedent une masse moléculaire plus légére se dégradent plus vite que ceux qui sont plus lourds
(Sauer et al., 1998).

1.4.7. Biodisponibilité des hydrocarbures

Les caractéristiques principales des molécules et des propriétés physico-chimiques du
milieu influencent la biodisponibilité des HC. Dans I’eau, les hydrocarbures sont présents : sous
forme dissoute, sous forme adsorbée et/ou complexée sur la matiere organique dissoute et sous
forme adsorbée sur les particules en suspension. Les matieres organiques existantes en milieu
marin peuvent avoir une source naturelle ou anthropique. Par conséquent, elles ont differentes
natures et peuvent avoir ainsi différentes influences sur la biodisponibilité des hydrocarbures qui
leurs sont adsorbés. La matiére organique naturelle est constituée principalement de substances
humiques et elle est faiblement dégradable, alors que celle d’origine anthropique, moins
hydrophobe et moins stable, est plus facilement dégradée, ce qui peut rendre les hydrocarbures
plus bio-disponibles (Gourlay et al., 2003). Il existe une variation de la biodisponibilité des HC
a travers la colonne d’eau, et selon des systéemes ayant une profondeur plus ou moins élevée. A
cause de leur propriété hydrophobe, les HC ont I’aptitude d’accumulation facile dans les
précipités ou ils peuvent aboutir a des concentrations 3 a 4 fois plus élevees que dans les eaux
surnageantes (Notar et al., 2001). La séquestration des hydrocarbures dans les sédiments a été
mise en évidence dans différentes études (Fu et al., 1994; Kraaij et al., 2001; Wang et al.,
2019). Le piégeage des HC dans les micropores et les interventions des couches aromatiques des
substances organiques conduit a leur claustration (Jonker & Koelmans, 2002). Les composés de
faible masse moléculaire (origine pétrogénique) se retrouvent plutét en phase dissoute et ceux de
haut poids moléculaire (origine pyrolytique) sont préférentiellement adsorbés sur la phase
particulaire réduisant ainsi leur disponibilité envers les organismes (Cailleaud et al., 2007). Les
réactions d’adsorption des HC sur le sédiment sont influencées par la granulométrie et par
conséquence agissent sur leur distribution relative. Les molécules les plus fines sont souvent
riches en HAPs ayant un poids moléculaire élevé relativement par rapport aux fractions de
sédiment plus grossiéres qui sont riches en HAPs de plus faible masse moléculaire (Dachs et al.,

1997). Les hydrocarbures sont majoritairement présents dans la phase particulaire de la colonne
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d’eau. Cependant, certains facteurs peuvent augmenter la solubilité de ces contaminants comme
la température, la présence de matiére organique dissoute, les phénomeénes de photo-oxydation
ou la présence de microorganismes dégradant ces composés en une forme plus soluble (Lee,
2003; Viamajala et al., 2007). Toutes les caractéristiques physico-chimiques telles que la
salinité et le pH ont encore un effet sur la solubilité des hydrocarbures.

1.4.8. Bioremédiation des hydrocarbures aromatiques polycycliques

Les méthodes biologiques sont respectueuses de I’environnement et ont gagné beaucoup
d’attention pour I’assainissement des HAPs récemment en raison de plusieurs inconvénients des
méthodes physiques et chimiques, y compris le co(t, la complexité des procédures, le fardeau
réglementaire et le manque de dégradation complete (Agnello et al., 2016; Ghosal et al., 2016).
Les techniques de bioremédiation sont généralement classées comme ex situ ou sur place. Les
techniques ex situ impliquent I’élimination physique des matériaux contaminés (sol : excavation
et eau : pompage) vers une autre zone éventuellement a I’intérieur du site pour traitement. Les
techniques sur place impliquent le traitement du matériel contaminé dans le lieu, qui ont un
grand consentement public en raison de moins de dépenses, interruption minimale du site et

possibilite élevée d’interruption permanente par I’élimination des déchets (Shah, 2014).

1.4.8.1. Assainissement microbien de la pollution aux hydrocarbures

aromatiques polycycliques

Selon Kuppusamy et al. (2017), les méthodes biologiques ont suscité une large attention
pour I’assainissement des HAPs, suivi par les méthodes intégrées, I’oxydation chimique et les
méthodes physiques.

Parmi toutes les méthodes biologiques d’assainissement des HAPs, I’utilisation fréquence
de I’atténuation naturelle, de la bio-augmentation et la bio-stimulation est la plus élevée ( 33%),
suivie des bioréacteurs (22%), phytoremédiation/rhizoremédiation (22%), compostage (13%),
biopiles (4%), bioremédiation enzymatique (2%), vermiremédiation (2%), et autres (2%). De
plus, la deuxieme méthode intégrée la plus attractive est appliqué dans I’ordre suivant, c’est-a-
dire : biologique-biologique (42%), chimique-biologique (27%), physico-chimique (21%),
physico-chimiques-biologiques (5%) et thermiques-chimiques (5%) (Kuppusamy et al., 2017).
La remédiation microbienne des HAPs (bioaugmentation et biostimulation) traite par application

séparée ou combinée de microbes spécifiques tels que les bactéries, les archées, les champignons
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et les algues. Cependant, la dégradation assistée par les bactéries et les champignons a été
largement étudiée.
A. Bactéries

Les bactéries ont une polyvalence métabolique unique pour la dégradation des polluants
HAPs (Ma & Zhai, 2012). Au cours de la dégradation bactérienne aérobie des HAPSs, I’oxygéne
fonctionne comme I’électron final accepteur et aussi comme co-substrat pour I’hydroxylation et
le clivage du cycle aromatique par I’oxygene (Chen et al., 2016), alors que la dégradation
anaérobie bactérienne des HAPs utilise une approche tout a fait diversifiée pour casser et ouvrir
I’anneau aromatique en fonction du type de réaction réductrice et de I’alternative accepteurs
d’électrons finaux (Dhar et al., 2020; Ghosal et al., 2016).

Principalement, les bactéries effectuent une degradation aérobie des HAPs en utilisant un
métabolisme facilit¢ par I’oxygénase (comprenant la mono-oxygénase et di-oxygénase
enzymes). La premiere étape dans la dégradation aérobie des HAPs est I’hydroxylation du cycle
aromatique par les enzymes di-oxygenases et la formation du cis-dihydrodiol, qui s’est
finalement oxydé en intermédiaires diols a I’aide des enzymes deshydrogénases.

Ces diols intermédiaires finissent par s’ouvrir a travers I’action des di-oxygénases
casseuses de cycle intra diol ou extra diol via la voie d’ortho-clivage ou de méta-clivage, capable
de former des intermédiaires tels que le catéchol, les acides gentisiques et [|’acide
protocatéchuique, qui se transforme finalement en cycle d’acide tricarboxylique (TCA)
intermédiaires (Mallick et al., 2011). La di-oxygenase est la multienzyme complexe comprenant
généralement de la réductase, de la ferrédoxine et sous-unités terminales d’oxygénase (Ghosal et
al., 2016; Mallick et al., 2011; Wu et al., 2020). Les bactéries eélaborent également une stratégie
de dégradation des HAPs assistée par le cytochrome P450 avec la formation de trans-
dihydrodiols ou anaérobie sous réduction des nitrates et des sulfates (Lu et al., 2011; Mallick et
al., 2011; Yang et al., 2020). Bien que la dégradation aérobie des HAPs soit classique et de
préférence, la dégradation anaérobie des HAPs gagne plus attentions de nos jours en raison de la
présence des conditions anoxiques dans diverses niches environnementales telles que la zone
phréatique, les sédiments aquatiques profonde et les sols inondés d’eau (Dhar et al., 2020;
Ghosal et al., 2016). Les espéces bactériennes aérobies et anaérobies ont été abondamment
rapportées dans la littérature pour la dégradation des LMW/HWM des HAPs a travers des
cultures pures, des consortiums et des approches des mélanges de culture bactérienne (Huang et
al., 2016; Lors et al., 2012; Patel et al., 2018; Yang et al., 2020). La dégradation compléte des
HAPs peut étre obtenue par des cultures bactériennes mixtes et consortiums bactériens résultant

d’activités cataboliques collaboratives des participants et éventuellement la présence de diverses
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voies de dégradations. Ainsi, la plupart des études récentes mettent I’accent sur la dégradation
des HAPs assistée par cultures bactériennes mixtes et consortiums (Haleyur et al., 2019; Patel
et al., 2019; Vaidya et al., 2018). La dégradation par des bactéries immobilisées et
génétiquement modifiées est également une approche considérable (Peng et al., 2018). Une des
difficultés majeures pour la dégradation dans le sol/les sédiments est une dispersion d’inoculum;
il est facile pour le sol de surface, cependant, difficile pour le sol souterrain en raison du
transport microbien limité car les cellules bactériennes adhérent fortement a la matiere organique
du sol.

L’ immobilisation des microbes délivrant I’inoculum peut servir la solution en augmentant
la durée de conservation et les activités des microbes dans le sol (Mrozik & Piotrowska-Seget,
2010). Huang et al. (2016) ont rapporté une amélioration du pyréne et la dégradation de I’indéno
[1,2,3-cd]pyrene (71% et 81%) dans le sol contaminé par du pétrole a I’aide de Pseudomonas
taiwanensis et Acinetobacter baumannii immobilisés sur des perles de cendre. L’ immobilisation
assure la stabilité biologique de microbes de I’inoculum, la protection contre les sous-normes et
les sous conditions environnementales optimales est une concurrence réduite avec les microbes
indigenes (Mrozik & Piotrowska-Seget, 2010). Outre les bactéries mésophiles, les bactéries
extrémophiles telles que halophiles, acidophiles et thermophiles ont été également signalés pour
la dégradation des HAPs (Arulazhagan et al., 2016; Mehetre et al., 2019; Mohammad et al.,
2012). Les applications de thermotolérant et les bactéries thermophiles pour la dégradation des
HAPs sont bénéfiques, car une température élevée provoque une diffusion accrue des HAPs par
diminution de la viscosité, augmentant finalement la biodisponibilité des HAPs (Mehetre et al.,
2019). Au cours de la derniere décennie, I’analyse communautaire des bactéries (Muangchinda
et al., 2018; Yang et al., 2020), les voies biochimiques des bactéries pour la dégradation des
HAPs (Chen et al., 2016; Vaidya et al., 2017), les bactéries associées a la dégradation genes
(Peng et al., 2019; Sangkharak et al., 2020), les enzymes (Chen et al., 2016; Wu et al., 2020)
et la régulation des genes des processus de dégradation des HAPs (Kan et al., 2020; Wu et al.,
2020) ont été énormément recherchés.

B. Les Archées

Les habitats environnementaux extrémes, en particulier les régions salines, sont les plus
vulnérables a la pollution pétroliére en raison de leur lien étroit avec les industries pétroliéres,
qui libérent principalement de nombreux polluants, dont les HAPs est demandés des
extrémophiles plutdt que des micro-organismes conventionnels pour la bioremédiation
(Mohammad et al., 2012). Au cours des derniéres années, les archées ont attiré I’attention des

chercheurs sur la bioremédiation des HAPs, bien que peu d’études de recherche aient été

30



Chapitre | Contexte de I’étude

rapportées (Al-mailem et al,, 2017; Bonfa et al., 2011). La voie de dégradation et les
mécanismes derriere la bioremédiation via archaea n’ont pas été largement étudiées comme les
bactéries, Khemili et al. (2015) ont isolé un arhaeon halophile ‘Natrialba sp. C21’ producteur de
bio-surfactant a partir d’eau salée polluée par I’huile pour la dégradation du phénol, naphtaléne
et pyréne dans des conditions de salinité trés élevées (25% NaCl). lls ont également tenté de
trouver le modéle de dégradation via des dosages enzymatiques tels que la catéchol-1,2-di-
oxygénase, catéchol-2,3-di-oxygénase, protocatéchol-3,4-di-oxygénase et protocatéchol-4,5-di-
oxygénase. L’activité maximale de la catéchol 1,2-di-oxygénase a indiqué que la dégradation
s’est produite via la voie d’ortho-clivage.

C. Champignons

La mycoremeédiation des HAPs a été largement rapportee depuis plusieurs années avec de
nombreuses espéeces de champignons. Contrairement aux bactéries, tous les champignons
n’utilisent pas les HAPs comme seule source de carbone; ils co-meétabolisent plutot les HAPs et
génerent une gamme de produits oxydés dont le CO». Les champignons exécutent la dégradation
des HAPs médiee par I’enzyme mono-oxygénase (Gupta & Pathak, 2020). Principalement deux
types, a savoir les champignons ligninolytiques (champignons de la pourriture blanche) et des
champignons non ligninolytiques, ont €té signalés dans la littérature pour la bioremédiation des
HAPs (Baldantoni et al., 2017; Birolli et al., 2017; Ojha et al., 2019; Wang et al., 2014). Les
champignons ligninolytiques produisent des enzymes telles que la lignine peroxydase,
peroxydase de manganese et laccases pour la dégradation de la lignine présente dans le bois et
oxydent simultanément les HAPs et se transforment en intermédiaires diphénols qui finissent par
s’oxyder en quinones (Aydin et al., 2016). Les enzymes ligninolytiques générent des produits
polaires hydrosolubles aprés clivage catalytique des composés aromatiques, éventuellement
disponibles pour le métabolisme fongique et la microflore du sol présente a proximité (Gupta &
Pathak, 2020). D’autre part, les champignons non ligninolytiques produisent les enzymes de
type mono-oxygénase du cytochrome P450, qui oxydent les HAPs et le plomb forment de
I’oxyde d’aréne et de I’eau; plus loin, les oxydes par réarrangement non enzymatique forment
des phénols, qui se conjuguent avec le xylose, I’acide gluconérique et le glucose (Cerniglia &
Sutherland, 2010; Ghosal et al., 2016; Hayward & Stadtman, 1959). Quelques espéces
fongiques sont également capables de produire des bio-surfactants afin de surmonter I’obstacle
des HAPs HMW moins solubles, ce qui a entrainé une meilleure dégradation (Ojha et al., 2019).
L application directe des champignons sur le terrain présente de nombreuses limites, notamment

une inadéquate croissance en biomasse, d’énormes difficultés de manipulation de la biomasse,
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manque d’une méthodologies d’application et la production d’enzymes dégradantes en vrac, qui
peut étre surmonté par des enzymes fongiques oxydatives remédies par la bioremédiation des
HAPs (Harms et al., 2011).

D. Les algues

Les algues, premiéres productrices du littoral et des écosystemes estuaires, elles peuvent
jouer un réle important dans la bioremédiation des HAPSs au sein des écosystemes aquatiques. La
bioremédiation par les algues est plus efficace pour I’élimination des HAPs qui se produisent par
biodégradation cellulaire et/ou bioaccumulation (Ke et al., 2010). La biodégradation des HAPs
emploie les voies enzymatiques mono-oxygénase et di-oxygénase et produit des intermédiaires
hydroxylés et di-hydroxylés, respectivement, selon le type d’algue (Chan et al., 2006). Les
microalgues (cyanobactéries) sont des algues bleu-verte unicellulaires d’eau douce, ont attiré une
énorme attention pour son omniprésence, facile a propager, et I’efficacité la plus importante de la
dégradation des HAPs HMW (Garcia de Llasera et al., 2016; Ke et al., 2010). Plusieurs études
d’élimination des HAPs a base d’algues en laboratoire ou en microcosme échelle ont été
rapportées dans la littérature (Arias et al., 2016; Garcia de Llasera et al., 2016), bien qu’a
grande échelle ou sur le terrain, la bioremediation des HAPs par les algues reste a découvrir et

nécessite une attention scientifique pour développer des strategies efficaces.

E. Co-cultures

Les approches de co-culture telles que les co-cultures bactériennes-fongiques, la synergie
champignon-algue et la synergie bactérie-algue sont prouvees comme les approches bio-
réparatrices les plus efficaces au laboratoire ainsi que des applications a grande échelle (Sharma
et al., 2016; Subashchandrabose et al., 2019). Pendant la dégradation aérobie, les algues
fournissent de I’oxygéne pour favoriser la dégradation. La synergie bactéries-algues est plus
avantageuse que les consortiums des bactéries et les co-cultures bactério-fongiques car les algues
fournissent divers composés extra polymeres et allégés (constitués de lipides, protéines, acides

nucléiques, produits de fermentation, etc.), qui favorise la croissance bactérienne et/ou fongique.

1.4.8.2. Bioremédiation a médiation enzymatique microbienne

La Bioremédiation a médiation enzymatique microbienne implique I’utilisation des
enzymes isolées a partir des bactéries, des champignons et d’autres organismes vivants pour
I’élimination des HAPs. L’action enzymatique est extrémement efficace et sélective en raison de

taux de réaction plus élevés et de la capacité pour catalyser des réactions a une large gamme de
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température et de pH. L’oxygénase, la déshydrogénase, la lignine peroxydase, le manganése, la
peroxydase, les laccases et les phénoloxydases sont des enzymes responsables pour I’oxydation
des HAPs (Mohan et al., 2006). Les enzymes oxydatives des champignons sont plus efficaces
car ce sont des enzymes moins spécifiques au substrat (Gupta & Pathak, 2020; Harms et al.,
2011).

Zhang et al. (2020) ont isolé du nouveau géne de peroxydase de manganése de Cerrena
unicolor BBP6 et cloné dans Pichia pastoris, qui avait diverses capacités de décoloration des
colorants avec 80 a 91% de I’activité de dégradation du fluorene et du phénanthréne dans 24 h, et
I’expression d’enzyme recombinante la plus élevée était 154,5 Unité/L. Le seul inconvénient de
cette méthode est le codt liés a la production, a I’extraction et a la purification d’enzymes

(Kuppusamy et al., 2017).
CONCLUSION

Il existe différentes compositions et diverses origines de pollution des eaux qui
constituent beaucoup de problemes pour la nature lors de leur rejet sans subir un traitement de
décontamination et d’épuration préalable. A travers le présent chapitre, nous avons essayé de
présenter une synthese bibliographique sur les différents types de pollution qui explique

notamment la pollution par les métaux lourds et par les hydrocarbures.
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INTRODUCTION

Les microalgues sont des microorganismes aquatiques unicellulaires photosynthétiques
qui se multiplient dans les milieux fortement aqueux et sont capables de convertir 1’énergie
lumineuse et une source de carbone (CO) en un ensemble de produits organiques. Le terme
«micro» deésigné la dimension d'une microalgue qui varie de quelques micrométres a une
centaine de micrométres (Dejoye, 2013). Elles sont souvent désignées sous la dénomination de
"Phytoplancton” (Sumi, 2009). Elles peuvent étre unicellulaires ou multicellulaires. Elles ont la
tendance de se développer rapidement dans plusieurs environnements et elles peuvent croitre
dans des conditions extrémes (espéces halophiles dans les milieux trés salés, especes
thermophiles dans les milieux trés chauds).

11.1. LES MICROALGUES AU SERVICE DE L’HOMME ET L’ENVIRONNEMENT

Les microalgues possedent une vraie capacité d’exploitation dans le domaine industriel
causée par leur biodiversité, elles ont un extraordinaire richesse en vitamines, lipides, protéines,
sucres, pigments et antioxydants, les algues sont aujourd’hui essentiellement utilisées dans le
secteur des compléments alimentaires (protéines..), des aliments fonctionnels, de la cosmétique

(crémes de soin, maquillages...), de I’aquaculture ou encore dans le secteur pharmaceutique.

¢ L’alimentation humaine : les algues sont consommees directement par les étres
vivantes ou en utilisant leurs extraits comme éléments additifs (pigments colorants, caroténoides,

texturants, aromes, substances grasses) (Buono et al., 2014; Mimouni et al., 2012).

¢ L’alimentation animale : aquaculture (poissons et coquillages, unique source
d’aliment pour les écloseries et intérét pour le contrdle de la toxicité), animaux d’élevage et
animaux de compagnie (pet food), comme source de protéines (en substitution aux farines de
poissons qui constituent un préléevement minier sur la ressource pélagique) et/ou de compléments
nutritifs (Priyadarshani & Rath, 2012).

¢ La cosmétique : de nombreux produits comportent, dans leurs formulations, des

ingrédients issus de microalgues (Priyadarshani & Rath, 2012).

¢ Utilisation en bioénergie : I’application des microalgues comme une source d’énergie
est trés remarquable grace a leurs productivités élevées en biomasse, qui nous ont permis de
fabriquer du biogaz par méthanisation. Quelques microalgues sont riches en sucre et peuvent

produire du bioéthanol, d’autres contiennent de grandes fractions en lipides permettront la
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production du biodiesel, alors la production de biogaz et de biodiesel dépend de la composition
de chaque espéce microalgale (Dejoye, 2013).

¢ Les substances bio-sourcées : les bioplastiques algaux, sont des additifs utilisés pour
la construction des BTP (béton et bitume), des collants, des polysaccharides, des polyesters et
des hydroxyacides (Rastoin, 2016).

¢ Les produits pharmaceutiques phytothérapiques humaine et animale: Tel que les
substances anti-oxydants, les acides aminés nécessaires, les tocophérols, les antibactériens
peuvent étre trouvées dans quelques compositions des antibiotiques, les médicaments de
prophylaxie en nutrition tels que les acides gras insaturés, o3 et w6, les anti-inflammatoires et
les anti-mutagénes, la restauration de la résistance cellulaire au cancer, I’activité anti-
angiomatique, pratiguement toutes les vitamines A, Bl, B6, B12, C, E, prophylaxie en
neurologie et ophtalmologie (Buono et al., 2014; Mimouni et al., 2012).

11.2. APPLICATION DES MICROALGUES A LA BIOREMEDIATION DES EAUX USEES

Les microalgues exhibent un tres grand nombre d’applications grace a leur biodiversité et
leurs caractéristiques biochimiques intrinséques, on les utilisent dans difféerentes domaines tels
que I’industrie pharmaceutique, agro-alimentaire, environnementale et les énergies renouvelables
(Figure 11.1) (Filali, 2012).

Selon leurs propriétés biochimiques et physiologiques, elles sont capables d’étre
exploitées dans des applications environnementales tres variées, elles exposent beaucoup
d’utilités pour la dépollution des eaux résiduaires, pour capturer et valoriser le CO; et pour

produire de I’énergie propre comme les biocarburants.
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Figure 1. 1: Diversité du champ d’application des microalgues (Sumi, 2009)
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11.2.1. Les microalgues pour traitement des eaux usées

Les microalgues ont besoin de plusieurs nutriments responsables de leur multiplication.
Elles sont capables d’absorber ces nutriments, par conséquence elles peuvent bio-éliminer les
polluants qui se trouvent dans les eaux résiduaires. Elles peuvent ainsi diminuer les
concentrations des phosphates et des nitrates. Elles ont une action détoxifiante et dépolluante et
peuvent agir selon deux modes : soit directement grace a leur capacité a adsorber les métaux
lourds, soit indirectement afin de produire de I’oxygeéne dissous aux bactéries permettant la
bioremédiation des eaux contaminées. Des recherches ont déja été faites pour montrer
I’utilisation des microalgues pour I’élimination des métaux lourds existant dans les eaux
résiduaires (Bolisetty et al., 2019; Chaib et al., 2021; Danouche et al., 2020, 2021; Perales-
Vela et al., 2006) et sur la biodégradation des polluants toxiques comme le tributylétain « TBT »

par Chlorella vulgaris (Luan et al., 2006).

Figure I1. 2: Traitement des eaux usées par les microalgues

Les émissions des gaz a effet de serre particulierement le CO2 est I’'une des grandes
catastrophes parmi les différentes formes de la pollution environnementale. Il a été prouvé que
les microalgues jouent un réle tres encourageant pour la bio-fixation du CO, (Filali, 2012). La
reproduction photosynthétique des microalgues permet d’arranger positivement leur culture a un
traitement d’effluents liquides et de fumées industrielles (par biofixation de COg, nitrates et
phosphates par exemple).
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11.2.2. Systémes de cultures des microalgues

Dans plusieurs recherches scientifiques, la culture des microalgues a I’échelle du
laboratoire est bien connue et est bien maitrisée, par contre elle est mal manipulée dans I’échelle
industrielle (Figure 11.2). La sélection du systéme de culture dépend du degré de vérification
indispensable a la production des composés a valeur ajouté souhaités. IL existe deux essentiels
systemes de cultures de microalgues qui ont été développés, pour étre utilisés dans les
laboratoires et dans les industries (Lucchetti, 2014).

¢ Les systemes ouverts : se caractérisent par I’exposition d’une partie importante de la
culture a I’atmosphere, appelés bassins.

¢ Les systemes fermeés : il n’y a pas d’exposition directe de la culture avec I’atmosphere,

ils sont appelés des photobioréacteurs.

Récemment, il existe trois systemes différents, qui sont utilisés pour la culture des
microalgues. Ces systemes comprennent un bassin ouvert, un bassin fermé ainsi que

photobioréacteurs et systemes hybrides (de Godos et al., 2014; Razzak et al., 2013).

11.2.2.1. Systémes de culture ouverts

Ces dernieres années, les systemes ouverts sont devenus les moyens habituellement
employés pour la culture industrielle des microalgues. Ces bassins ouverts (Figure 11.3) sont
plus pratiques, aisés et ils ont un faible colt de construction et d’exploitation que les bioréacteurs
fermeés. Ils sont les moins énergivores et ont une maintenance et un nettoyage facile. A 1’heure
présente, ses propriétés rendent ces systémes de culture persistants et viables, malgré leur faible
productivité et rendement (Lucchetti, 2014). Pour ce genre de systemes de culture, la luminosité
est souvent fournie par leur exposition naturelle a la lumiére du soleil, donc il n’y a pas de frais
associés a ce parametre. Cependant, les microalgues n’utilisent qu’un faible apport de la lumiere
puisqu’elles obéissent aux changements de la température et de I’intensité lumineuse solaire
quotidienne et saisonniere. Des probléemes de contaminations existent (par des bactéries,
champignons, protozoaires et d’autres microalgues) et de grosses pertes d’eau par évaporation
sont observées dans ce type de systeme de culture. Il bien difficile de contréler les conditions de
cultures, puisque certaines microalgues possédent une grande résistance pendant leur croissance
sous les effets des conditions physicochimiques ordinaires aux bassins ouverts (pH élevé, haute

température ou forte salinité). Les variations des formes, de la configuration, du type des
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mati¢res de fabrication et du systéeme d’agitation permettent la réalisation de plusieurs bassins

distingués.

P

-~
&

Figure I1. 3 : Systéeme de traitement des eaux usées (bassin de type raceway) (Udaiyappan
et al., 2017).

Un systeme d’étang ouvert a été utilisé pour la culture des microalgues au cours des
derniéres années, en utilisant les nutriments des eaux usées et le CO, atmosphérique en présence
de la lumiere solaire (Zhang et al., 2014). Les étangs ouverts sont généralement de 0,3 a 0,6 m
de profondeur et de 0,8 a 1 m de largeur (Cheah et al., 2015). Différents types de conception
d’étang ouvert sont utilisés, mais le plus couramment utilisé comprennent les systémes inclinés,
les bassins circulaires et les bassins de type Racway (Kiran et al., 2014; Kumar et al., 2015).
Les systemes inclinés sont congus pour induire un écoulement de la suspension de culture
d’algues du haut vers le bas de la pente surface. La force de gravité est utilisée comme
turbulence pour assurer un bon mélange de microalgues. La densité cellulaire augmente
également en raison des meilleures conditions de mélange. Ce type de systéme convient a la
culture de Chlorella, Phaeodactylum et Scenedesmus, car elle peut survivre sous un mélange
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d’environnement répétitif (Chen, 1996; Kiran et al., 2014). Les bassins circulaires et les bassins
a chenaux occupent une superficie d’environ 1 ha, tandis que les étangs extensifs peuvent
s’étendre jusqu’a 200 ha. Les bassins circulaires contiennent un agitateur rotatif central pour
melanger la culture. Cependant, la rotation d’agitateur devient inefficace dans les bassins de
grande taille (>1 ha) et nécessite beaucoup d’énergie pour le mélange. Les étangs Raceway sont
également connus sous le nom de « high rate algal ponds » (HRAP). Il contient une roue a aubes
pour une recirculation en boucle fermée voie pour assurer un meilleur brassage des cultures. Un
canal avant de la roue a aubes est utilisé pour introduire les nutriments et la culture des
microalgues. Les systémes de culture d’étangs a canalisation de grande taille sont peu colteux
mais moins productifs en microalgues (Spolaore et al., 2006). Par exemple, Chlorella et
Spirulina ont produit une faible productivité de la biomasse (17 g/m?.jour) dans un étang de
raceway par rapport aux systemes fermés (de Godos et al., 2014). Les systemes d’étangs ouverts
nécessitent un peu codt de construction et d’exploitation. Cependant, ils exigent de grande zone
de terres, ce qui peut augmenter le codt en capital. Afin de fixer le colt du terrain, gorgé d’eau
peuvent étre une option appropriée pour construire des étangs ouverts pour la culture. Plusieurs
facteurs affectent la culture des microalgues dans un systeme d’étang ouvert tels que les facteurs
environnementaux, les conditions météorologiques, les contaminants/les prédateurs (bactéries et

champignons) et les espéces indésirables d’algues qui peuvent pousser sur les mémes ressources.

11.2.2.2. Systemes fermés (ou photobioréacteurs)

Les microalgues peuvent étre cultivées en photobioréacteur fermé dans lequel se
déroulent des réactions biologiques de photosynthése, en présence d’énergie lumineuse (Figure
11.4), qu’on peut les examinées en maitrisant les conditions de culture pour la production de la
biomasse phytoplanctonique, de dioxyde de carbone CO et de 1’énergie lumineuse (Olivo,
2007). L’utilisation des matériaux transparents pour la fabrication des photobioréacteurs de
culture des microalgues est nécessaire pour laisser passer la lumiére tout en permettant les
microalgues d’exercer des interactions de photosynthése. L’illumination des cultures se fait
grace a la lumiere solaire ou artificielle avec des lampes électriques fluorescentes. Leur

optimisation peut étre réalisée par un certain angle de déclivité du photobioréacteur.
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=

Figure 1. 4: Modéle de photobioréacteurs tubulaires (Mohd Udaiyappan et al., 2017).

Au lintérieur d’une enceinte fermée, le bioréacteur, des microorganismes
photosynthétiques (des microalgues) sont cultivés, dans des conditions bien déterminées et
controlées, a I’aide des substrats nutritives nécessaires a leur croissance et d’un apport d’énergie
lumineuse. Les interactions biologiques ayant lieu en milieu fermé, il est indispensable de
maitriser les conditions physicochimique de cultures appliquées. Il faut en particulier gérer
I’acces aux nutriments et le processus d’homogéneisation du milieu, et effectuer un suivi de la
température et du pH (Olivo, 2007).

a. Les formes geométriques les plus courantes

La forme géométrique du photobioréacteur est parmi les caractéristiques les plus
importantes qui influencent majoritairement I’accés de la lumiére. D’aprés ce critére on peut
distinguer deux formes plus rentables de photobioréacteurs : ceux de forme géométrique plane et
d’autres de forme géométrique cylindrique. A partir de leurs exigences particuliéres on peut
aussi regrouper plusieurs variations pour chacune de ces deux types :

e Les photobioréacteurs plats.
e Les photobioréacteurs cylindriques : contiennent :

» Les photobioréacteurs de type colonne

» Les photobioréacteurs de type annulaire

» Les photobioréacteurs tubulaires agencés horizontalement

>

Les photobioréacteurs tubulaires agencés verticalement

Contrairement aux systémes d’étangs ouverts, les photobioréacteurs (PBR) sont utilisés pour
cultiver des microalgues sous environnement contrélé. Des réactions chimiques complexes ont

lieu, qui convertit le COg, le H2O et les nutriments a une biomasse d’algues riche en huile, gras et
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protéines en présence de lumiere qui offre un environnement de culture des microalgues maitrisé
en termes de pH, mélange, intensité solaire maximale, densité de culture et température (Al-
Iwayzy et al., 2014; Kesaano & Sims, 2014; Razzak et al., 2013). Divers systemes de PBR
sont utilisés, notamment réservoir vertical, tube hélicoidal, air-lift, tube horizontal, tubulaire, plat
et photobioréacteurs a colonne verticale. Les PBR tubulaires sont fabriqués a I’aide de tube
linéaire en verre ou en plastique, et peuvent étre disposés comme des tubes hélicoidaux dans
I’environnement extérieur. Les PBR a plaque plate sont construits en utilisant des récipients
rectangulaires en matériau transparent, qui possedent un rapport surface/volume élevé. Une autre
configuration de PBR dite PBR de colonne qui donne un bon mélange et une culture gérable. Il
est facile a construire et permet une exposition maximum a la lumiére (Razzak et al., 2013).
Airlift PBR offre un taux de transfert de masse élevé, des cycles lumiere/obscurité réguliers et
les cellules d’algues subissent une faible contrainte de cisaillement. Le bullage du gaz est utilisé
pour le mélange de culture qui est réalise par le déplacement de la culture entre la colonne
montante et la section inférieure du bioréacteur (Pires, 2017). Ces PBR sont appropries pour la
culture des microalgues car ils permettent une faible accumulation d’oxygéne dissous et une
efficacité photosynthétique. Cependant, dans ces réacteurs il y a un manque de contréle de la
température et de la gestion de la charge hydrodynamique.

11.2.2.3. Systemes hybrides

Les systéemes hybrides combinent les propriétés des bassins ouverts et les systémes de
bioréacteurs fermés. Lors de la premiere étape de culture, I’espéce désirée est cultivée dans un
étang ouvert. Pendant la deuxieme étape, la culture en étang ouvert avec la souche préférée est
cultivée en systeme fermé (Christenson & Sims, 2011). Ce systeme hybride peut exposer la
culture d’algues aux stress nutritionnels et peut augmenter la productivité de la biomasse et

I’accumulation de lipides.

11.2.3. Intéréts et limites des systemes de culture des microalgues

Les cultures utilisant 1’énergie solaire comme les bassins de types «raceway» ayant des
besoins fondamentaux plus simples et un colt financier moins cher que les photobioréacteurs
(Tableau 11.1). Les bassins de type « Raceway » présentent toutefois des points faibles non
négligeables: ces bassins étant a ciel ouvert, la productivité peut étre affectée par des
contaminations non désirées et la perte d’eau par évaporation peut jouer un role significatif. De
plus, une moindre productivité en biomasse volumique (plus de 13 fois supérieure dans un

systeme fermé). La comparaison des bassins et des photobioréacteurs, a permis de détecter de
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nombreuses anomalies concernant les bassins. Néanmoins, ces contraintes peuvent étre réduites
si ’on souhaite cultiver une espéce extrémophile, et si les conditions extérieures sont propices a
la culture.

Tableau I1. 1: Avantages et limites des systemes de culture des microalgues (Cheah et al.,

2015; Umamaheswari & Shanthakumar, 2016; Zhang et al., 2014).

Ouvert / bassin

Facile a construire, relativement bon

Nécessite  plus de surface, perte

air et moins risques de contamination.

de type marché, entretien facile, bon pour la | d’évaporation élevée, diffusion élevée de

Raceway culture de masse. CO> dans I’air, mauvaise utilisation de la
lumiére, faible productivité de la
biomasse, contamination microbiennes et
locales des algues.

PBR Productivité élevée de la biomasse, | Colt d’installation initial élevé et

tubulaires adaptée a la culture de masse en plein | accumulation toxique d’encrassement par

I’oxygene surchauffé, grandes empreintes
de pieds. Croissance des murs qui affecte
la diffusivité de la lumiére.

PBR a plaque
plate

Fournit une surface
d’éclairage €levée, un bon chemin
lumineux, productivité de la biomasse

relativement  plus  élevé, faible
contamination  par les  algues
indésirables, puissance de
consommation réduite et faible

accumulation d’oxygéne dissous.

Nécessite une grande surface de
terrain, de nombreux matériaux de
support nécessaires pour le mesurage et
contréle difficile de la température.

PBR a colonne

Facile a stériliser, bon
mélange, faible  d’encrassement,
capacité de transfert de masse élevée.
et faible photo-oxydation.

Petite surface d’éclairage, mise a
I’échelle, difficile a construire,
consommation élevée d’énergie.

Etangs
hybrides

Meilleur controle de la culture
en biomasse et réduction de la
consommation d’énergie.

Cout d’investissement initial

élevé et colt de maintenance élevé

11.3. FACTEURS INFLUENCANT LE DEVELOPPEMENT MICROALGAL

Pour croitre, les microalgues ont de nombreux besoins. Les facteurs physiques les plus
importants sont une source d’énergie, généralement la lumiere et une température optimale et les
facteurs chimiques sont la concentration disponible en dioxyde de carbone CO; et un apport en

macronutriment et en oligo-éléments (Burlew, 1953).
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La croissance des microalgues est influencée par plusieurs facteurs tels que ’agitation et

la quantité en oxygéne dissous.
11.3.1. La lumiere

Parmi les paramétres les plus sérieux pour assurer une bonne croissance photosynthétique
des algues est I’intensité lumineuse, elle a un effet sur la composition cellulaire des microalgues
(photo-adaptation ou photo-acclimatation) (Richmond, 2004). L énergie radiative ne s’accumule
pas, c’est pour cela que la lumiére doit étre fournie en permanence et doit étre considérée comme
un substrat (Miron et al., 2000; Molina Grima et al., 1996). La lumiére est I’'une des
contraintes majeures pour la productivité de la biomasse algale. La pigmentation de la culture
des algues provoque une diminution exponentielle dans I’intensité lumineuse (Kumar et al.,
2013). La lumiere recue par chacune des cellules algales dépend de la profondeur de I’étang, de
la concentration de la biomasse et du régime de turbulence (Sutherland et al., 2014). Parmi eux,
la profondeur de I’étang et la concentration de la biomasse détermine le degré d’atténuation de la
lumiere, alors que les régimes des turbulents déterminent la fréquence a laquelle une cellule entre
et sort du régime de lumiére favorable (Sutherland et al., 2014). Cependant, une augmentation
de la profondeur du RWP compromet la productivité algale réelle. il est aussi rapporté dans la
littérature des profondeurs hautes que 50 cm (Brennan & Owende, 2010). La profondeur
recommandée de 20 cm pour I’étang du caniveau compte tenu de la performance hydraulique
globale en termes de consommation d’énergie (Mendoza et al., 2013). Dans une étude de la
pénétration de la lumiére dans la culture d’algues, il a été constaté que la pigmentation des
cellules algales ne bloque pas la lumiere de maniére significative jusqu’a concentration de
biomasse de 0,66 g/L (Kumar et al., 2013; Tredici, 2004). D’un autre c6té, maintenir la faible
concentration de la biomasse dans les étangs ouverts n’est pas souhaitable, puisqu’il augmente le
colt de récolte et diminue le total de la productivité de la biomasse des microalgues en assurant
un melange suffisant et une lumiére/obscurité appropriée pour le cycle est I’option

économiquement viable pour la culture des algues.
11.3.2. La température

La croissance des microalgues est affectée par la température qui est I’un des facteurs
physiques qui agissent sur leur multiplication. Il existe une intensité lumineuse caractéristique
pour chaque valeur de la température pour atteindre un maximum rendement de la croissance

photosynthétique. 11 y’a un accroissement de la température optimale avec 1’augmentation de
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I’intensité lumineuse. Il existe aussi une température optimale pour une croissance en biomasse
maximale mais cette variation de la température agit aussi sur la composition cellulaire.

Lorsque la température diminue, le degré d’insaturation des lipides augmente et
I’accroissement de la température provoque I’augmentation des concentrations des pigments, et
aussi une élévation de la concentration des radicaux d’oxygéne (Richmond, 2004). Les
microalgues nécessitent des quantités élevées en carbone et en nutriment pour obtenir le méme
taux de croissance trouvé a leur température optimale (Mata et al, 2010). C’est ainsi que les
microalgues d’eau douces connaissent une croissance optimale dans un intervalle de température
allant de 20 a 25°C (Bouarab et al, 2002).

11.3.3. Le carbone : source d’énergie

Le carbone inorganique est trés necessaire pour le processus de la photosynthese. Les
microalgues peuvent absorber cet élément sous deux formes dans les systemes de culture, soit
par I’ajout des sels de bicarbonate ou par 1’enrichissement de I’air insufflé (parce que I’air
atmosphérique ne contient pas une concentration élevée de CO. pour la culture intensive des
microalgues). Pour que les microalgues puissent utiliser le CO2 pour la photosynthése, celui-ci
doit étre solubilisé (Cadoret & Bernard, 2008).

11.3.4. Le pH

Les microalgues consomment le CO> dissous pour la photosynthése. 1l en résulte une
augmentation du pH du milieu de culture par une modification de I’équilibre carbonaté de I’eau.
Le pH des cultures concentrées peut ainsi dépasser 9,5. En pH alcalin, le CO est absorbé en
raison des réactions qui se produisent entre les ions d’hydroxyles et le CO2 pour produire du
bicarbonate. le pH optimal de la plupart des algues se situe entre 7 et 8 qui donne une bonne
multiplication des microalgues (Gonzalez-Lopez et al., 2012). Par conséquent, la livraison de
CO- dans I’étang de la voie de roulement par un produit chimique, la réaction est limitée car la
formation de bicarbonate domine a des valeurs de pH supérieures a 10. Un transfert de masse
suffisant et le taux de croissance active des cellules d’algues a pH 8 (de Godos et al., 2014). Les
especes de spirulina sp. sont généralement cultivées dans les RWP car elles poussent

efficacement a un pH plus supérieur a 10, minimisant ainsi les risques de contamination.
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11.3.5. Les sels nutritifs

L azote est un élément trés important dans la structure et le fonctionnement des protéines.
C’est la substance la plus utilisée apres le carbone (Becker, 1994). Le rendement de croissance
des microalgues est presque similaire selon les sources d’azote utilisées (urée, nitrite, nitrate).
Plusieurs recherches démontrent que lorsqu’il existe un déficit en azote, il y a une amélioration
de la production et de ’accumulation des lipides. Il y a aussi un stockage des caroténoides

secondaires dans ce cas (Becker, 1994).

Le phosphore est un élément majeur qui sert comme nutriment essentiel dans les
processus de fonctionnement cellulaire. L’accumulation de pigments chez certaines microalgues
est I'impact de la déficience en phosphore, cependant cette consequence est plus faible qu’une
insuffisance en azotée.

Les microalgues ont besoin également de potassium, de fer, de silice (pour les
diatomées), de soufre, de métaux sous forme de traces et des vitamines. Le fer est un métal en
trace nécessaire pour la multiplication des espéces microalgales par sa participation dans le

transfert des électrons dans la réaction de la photosynthese (Richmond, 2004).

11.3.6. L agitation

La fourniture d’un mélange adéquat est la préoccupation majeure dans les Raceways
Ponds (RWPs). Le mélange représente prés de 69 % du colt total des utilités. Le mélange
optimal dans les RWPs peut améliorer la productivité des algues de pres de 10 fois (Hreiz et al.,

2014), 1l sert a plusieurs fins telles que :

e L’exposition périodique des cellules au soleil

e En les maintenant en suspension et éviter la sédimentation algale

e Disponibilité des nutriments pour les cellules algales,

e Elimination des photo-oxygene généré synthétiquement, etc. (Prussi et al., 2014).

e Le mélange est important pour éviter la photo-limitation et la photo-inhibition et
améliorer 1’efficacité de la lumiere d’utilisation (Chiaramonti et al., 2013). Cependant,
mélanger inutilement devrait étre éviter I’absence de la lumiere (Rogers et al., 2014),
cela peut atteindre 25 % pendant la nuit. Par conséquent, la réduction de la vitesse

d’agitation a été conseillée.
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L’agitation réguliére ou temporaire des cultures de microalgues est nécessaire, selon les

espéces, pour diverses raisons (Richmond, 2004) :

e Diminuer la concentration en oxygéne dissous ;
e Augmenter les échanges de nutriments et les transferts de masse.

e Prévenir la formation d’un gradient de nutriment ou de gaz

L’agitation est 1’un des facteurs les plus importants pour améliorer la productivité de la
croissance en biomasse car cela permet d’accroitre I’efficience et la concentration optimale
(Richmond, 2004).

11.4. LA PHYCOREMEDIATION DES EAUX USEES

Comme nous avons montré plus haut, il existe plusieurs facteurs influencant la croissance
des microalgues tels que la présence des éléments nutritifs et d’une source de carbone. Les
microalgues deviennent tres intéressantes grace a leur aptitude de retirer ces substances, et
potentiellement performantes pour la phytoremédiation, qui consiste en I’utilisation des végétaux
pour le retrait ou la bioconversion des polluants contenus dans un milieu contaminé dans le but
de le traiter. La phytoremédiation utilisant des microalgues hétérotrophes pour ce type de
mécanisme, puisqu’elles peuvent permettent de retirer des sources de carbone organique du
milieu. La bioremédiation des eaux usees utilise des espéces hetérotrophes tandis que la
mixotrophie est également ciblée lors de la valorisation des rejets gazeux de CO: (Boileau,
2015).

11.4.1. Historique de I’utilisation des microalgues dans le traitement des eaux

L’intention d’utilisation des algues pour le remédiation tertiaire des eaux municipales a
été bien étudiée depuis le début des années 70. Le traitement avait été employé pour la réduction
de la capacité d’eutrophisation de ces eaux usées (Wang et al., 2010). Il a été véritablement
démontré que les algues exposaient un potentiel de bioremédiation plus important que pouvaient
retirer de nombreux nutriments des eaux usées, avec une grande productivité des boues activées.
Il semblait donc économiquement plus intéressant d’utiliser ces microorganismes en traitement
secondaire plutét que tertiaire. Les étangs aérés ont été utilisés pour ces applications. Les
résultats inattendus, en raison de leur efficacité de phytoremédiation et leur rapidité de

croissance, ont poussé plusieurs auteurs a tester la croissance de différentes especes d’algues
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dans des eaux usées spécifiques, afin de Vérifier leur potentiel pour la production de

biocarburants a prix plus compétitifs (Boileau, 2015).

La plupart des résultats obtenus par plusieurs auteurs ont rapportés des conclusions
relativement liées a I’efficacité des chlorophycées pour la bioremédiation des eaux useées
chargées en nutriments. Par exemple, selon Wang et al. (2010), le taux d’élimination des
nutriments qui se trouvent dans les eaux usées municipales par Chlorella sp. a été étudié a
I’échelle du laboratoire. En conclusion, ils ont démontré que ces espéces microalgales permettent
facilement de multiplier par I’utilisation du nutriment des eaux résiduaires comme substrat de
culture dans un volume de 100 ml. Des concentrations non négligeables des métaux sont de plus
éliminées par ces microalgues, simultanément avec 1’abattement des taux élevés en phosphates et
en nitrates. Les meilleurs taux de croissance et des rendements de retrait ont été obtenus avec le
milieu le plus riche en nutriments (N et P principalement) (Wang et al., 2010). D’autres études a
I’échelle du laboratoire ont fourni des conclusions semblables avec des especes de microalgues
et des compositions d’eaux usées différentes (Cabanelas et al., 2013; Cho et al., 2013; Samori
et al., 2013).

Procédé de traitement des eaux

par les microalgues
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Figure I1. 5: Procédé de traitement des eaux par les microalgues (Filali, 2012).

48



Chapitre 11 Etat de Art

11.4.2. Phycoremédiation des métaux lourds a I’aide de I’utilisation des

microalgues vivantes

L’¢élimination des polluants d’un milieu aquatique peut habituellement se réaliser par
I’intermédiaire de divers mécanismes, dont la bioaccumulation, la biodégradation ou la
précipitation.

La bioaccumulation ne constitue pas un processus destructif. Il s’agit plutét d’un
processus par lequel il y a un transfert de pollution du milieu de culture vers la cellule. En fait, la
cellule posséde des mécanismes lui permettant d’absorber ou d’adsorber les contaminants et de
les accumuler, soit & I’intérieur ou a la surface de la membrane cellulaire. Les cellules ne
permettent pas de consommer les polluants durant ce mécanisme pour leur croissance, mais
conduisent tout de méme a la bioremédiation des eaux (Boileau, 2015).

Le terme biodégradation ou la biotransformation est défini de fagon générale comme le
mécanisme permettant de transformer les contaminants (polluants organiques) en composes
assimilables par des micro-organismes (bactéries, champignons ou algues). Pour la production de
la biomasse, la biodégradation totale est marquée par la conversion des polluants en dioxyde de
carbone, en eau et en énergie (Noel, 2014). Les microalgues peuvent montrer trois types de
modifications dans 1’étape de biodégradation. Il peut s’agir d’une minéralisation des
contaminants, soit d’une transformation compléte des molécules organiques en composés
inorganiques assimilables par les cellules. Le terme englobe également les modifications plus
mineures sur les cycles aromatiques, comme le remplacement d’un groupe fonctionnel laissant la
structure initiale intacte ou la fragmentation compléte. La biodégradation peut impliquer des
enzymes intra ou extracellulaires ou peut étre régit par des modes de transport actif, lorsque le
contaminant en question peut étre directement intégré dans les voies normales de bioconversion
de la cellule.

Finalement, la transformation des métaux solubles en complexes insolubles est réalisée
par le phénomene de précipitation qui réfere a I’habileté des cellules par I’intermédiaire de
produits oxydants qui existent sur la membrane cellulaire (Boileau, 2015).

Pour inclure a la fois des stratégies de Bioremédiation extracellulaire et/ou intracellulaire,
la figure (11.6) résume les principales voies impliquées dans la Bioremédiation et I’atténuation
des MLs.
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Figure 11. 6: Mécanismes de phycoremédiation des MLs (modifiée par Garcia-Garcia et al.
(2016) et Suresh Kumar et al. (2015))

11.5. BIO-ELIMINATION EXTRACELLULAIRE DES METAUX LOURDS (MLS) AVEC

DES MICROALGUES VIVANTES

L’ absorption extracellulaire des MLs par les cellules vivantes des microalgues peut se
produire par biosorption dans la paroi cellulaire ou dans les substances polyméres
extracellulaires (EPS) formées par les microalgues en réponse a des conditions de stress. Dans le
premier cas, la biosorption des MLs fait référence a une propriété physicochimique de la surface
cellulaire de la microalgue qui se lie aux ions des MLs de la solution indépendamment du
métabolisme cellulaire. Cependant, la biosorption des MLs dans I’EPS est un processus
dépendant du métabolisme. En réponse au stress métallique, les cellules de microalgues peuvent
non seulement réguler la synthése d’EPS, mais aussi modifier les propriétés de ces biopolymeéres
selon les besoins (Naveed et al., 2019; Ubando et al., 2021).

11.5.1. Composition des parois cellulaires et son réle dans la biosorption des MLs

La paroi cellulaire est I’interface entre le compartiment intracellulaire et le milieu
extérieur (Macfie & Welbourn, 2000). Il contient des macromolécules multifonctionnelles telles
que des lipides, des protéines et des glucides, qui offrent a sa surface différents groupes
fonctionnels chargés négativement tels que amino, hydroxyle, carboxyle, sulfhydryle, sulfate,
phosphate, phénol, etc. (Javanbakht et al., 2014). Ces groupes chargés négativement permettent

la liaison des ions du milieu environnant, faisant de la couche externe de la paroi cellulaire le
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premier participant a I’élimination des MLs (Leong & Chang, 2020; Saavedra et al., 2018;
Singh et al., 2021). Par conséquent, la compréhension de la structure, de la composition et des
proprietés de la paroi cellulaire est essentielle lors de I’étude des mécanismes de biosorption
(Podder & Majumder, 2017). De plus, ce mécanisme non métabolique dépend étroitement a
des conditions opératoires, I’influence des conditions physicochimiques dont le pH, la
température, la présence d’autres ions et le ratio adsorbant/adsorbat doit étre contrdlée
(Zeraatkar et al., 2016). Néanmoins, méme dans des conditions de fonctionnement similaires,
la sensibilité et I’efficacité de la biosorption varient selon le genre et I’espéce de microalgues
(Suresh Kumar et al., 2015). Par exemple, la croissance de Chlorella sorokiniana et
Scenedesmus obliquus dans des milieux contaminés par le Pb?*, le Cd?*, le Cu?* et le Cr®* était
significativement différente (Danouche et al., 2020). Ceci peut étre attribué a la physiologie de
la souche, en particulier la composition et la structure des parois cellulaires. Selon I’espéce et le
stade de croissance, différentes structures et compositions de la paroi d’appel ont été signalées.
Au sein de ce phylum, il s’agit d’une simple membrane cellulaire comme celle des espéces
Dunaliella et Isochrysis, qui consiste en une bicouche lipidique avec des protéines intégrées et
périphériques, et parfois une coiffe de glycoprotéines et de glycolipides enveloppe I’extérieur de
la surface des cellules. Complexer des structures multicouches avec du matériel intracellulaire
supplémentaire dans des vésicules comme celle des souches de dinoflagellés, ou celle des
especes d’euglénophytes et de cryptophytes qui se caractérisent a la fois par du matériel
intracellulaire et extracellulaire associé aux membranes cellulaires (D’Hondt et al., 2017).

La Figure (11.7) illustre la structure de la paroi cellulaire de certaines espéces de
microalgues. De plus, les espéces du méme genre peuvent présenter également des variations
dans la composition de leurs parois cellulaires. Par exemple, C. vulgaris a une couche interne
(Rashidi & Trindade, 2018), tandis que C. homosphaera et C. zofingiensis ont tous deux une
couche interne et une couche externe, et ont également la version trilaminaire de la couche
externe (Rodrigues & Pinto, 2011). Dans le cas de C. trilaminaire, la couche la plus externe est
composée de sporopollénine, la couche intermédiaire est principalement composée de
polysaccharides de type mannose et chitine, et la couche la plus interne est une bicouche
phospholipidique (Dixon & Wilken, 2018).
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Figure 1. 7: Vue schématique des structures de la paroi cellulaire de certaines espéces de
microalgues (Baudelet et al., 2017; de Carvalho et al., 2020).

11.5.2. Interactions physicochimiques des MLs et de la surface cellulaire

Comprendre I’interaction des ions des MLs et de la surface cellulaire des microalgues est
difficile, en raison de la complexité de la surface cellulaire. Plusieurs interactions chimiques et
physiques ont éteé signalées. La chélation et la complexation des MLs avec des groupes actifs de
la paroi cellulaire étaient les principaux mécanismes impliqués. De plus, la surface cellulaire des
microalgues incorpore des ions tels que Na*, K*, Ca?" et Mg?*, qui peuvent étre remplacés de
maniére réversible par d’autres ions des MLs toxiques en solution, via un processus appelé
échange d’ions. Les forces physiques, principalement de van der Waals et les interactions
électrostatiques, peuvent a leur tour gérer le mécanisme d’adsorption physique de la liaison du
métal a la surface de la cellule. D’autre part, la microprécipitation est un processus qui peut étre

associé a la fois aux voies passives et actives d’absorption des métaux (Mantzorou et al., 2018).
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11.5.3. Interactions des substances polymeéres extracellulaires avec les MLs

Les EPS sont des biopolymeéres extracellulaires de haut poids moléculaire qui peuvent
étre produits par une diversité de microorganismes, y compris des espéces de microalgues. Ils
comprennent les acides nucléiques, les protéines, les lipides, le sucre, les substances humiques et
d’autres composants inorganiques extracellulaires qui peuvent se lier aux glucides (Xiao &
Zheng, 2016). Ainsi, nous pouvons diviser les EPS des microalgues en trois grandes catégories,
les EPS solubles dans les milieux de croissance (SL-EPS), les EPS attachés a la paroi cellulaire
ou les EPS lachement liés (LB-EPS), ainsi que les EPS étroitement liés (TB- EPS), qui sont des
revétements de type gel de la paroi cellulaire (Naveed et al., 2019). Les microalgues sont
généralement menacées dans les écosystemes aquatiques par la présence de matieres dangereuses
comme les métaux toxiques. L’un des mécanismes adaptatifs développés par ces organismes en
tant que mécanisme d’autodéfense est la production d’EPS. Généralement, la production d’EPS
augmente sous la stimulation des métaux. Selon Yu et al. (2019), le LB-EPS de Chlamydomonas
reinhardtii avait augmenté de maniere significative apres I’exposition au Cd. Récemment, Li et
al. (2021) ont également mis en cause une augmentation de la production d’EPS par C.
reinhardtii sous stress de Pb?* et de Cd?**. De méme, Zhang et al. (2015) ont signalé que
I’augmentation des rendements en EPS de culture de Chlorella sp. indique que I’absorption de
Cu?* est effectuée par EPS plut6t que par chélation intracellulaire. En comparant les cellules sans
EPS et recouvertes d’EPS de C. pyrenoidosa, Zhang et al. (2020) montrent que les EPS
améliorent la capacité d’adsorption, réduisent I’accumulation intracellulaire et augmentent la
tolérance aux ions As?*. Les EPS semblent étre capables de former une couche protectrice
extracellulaire a la surface de la paroi cellulaire, empéchant I’effet nocif des MLs dans
I’environnement intracellulaire. Par conséquent, leur excrétion est un mécanisme de survie,
permettant un maintien de I’intégrité cellulaire (Hou et al., 2017; Naveed et al., 2019). De plus,
les EPS ont de nombreux groupes hydrophobes chargés, qui sont appropriés pour une liaison
active aux MLs (Zhang et al., 2020). Selon Li et al. (2017), la biosorption des métaux dans les
EPS peut étre liée aux propriétés de la surface cellulaire et aux groupes fonctionnels. La figure
(11.8) résume les interactions qui peuvent gérer le mécanisme de biosorption des MLs dans les

cellules de microalgues.
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Figure 1. 8: Mécanismes de bio-élimination extracellulaire des MLs a I’aide de cellules

vivantes de microalgues, modifiés par (Mantzorou et al., 2018)
11.5.4. Mécanismes de Bioaccumulation des métaux lourds dans les microalgues

Contrairement au processus de biosorption, la bioaccumulation est une voie métabolique
dépendante. Il fait référence a I’accumulation intracellulaire des MLs a travers les membranes
cellulaires des microalgues vivantes basée sur des voies de transport passives et/ou actives
(Chojnacka, 2010). Elle se caractérise par deux étapes successives: premiérement, une
absorption rapide, passive et non spécifique des ions métalliques sur la paroi cellulaire, suivie
d’un transport actif et/ou passif a travers la paroi cellulaire et la membrane plasmique jusqu’au
cytoplasme (Suresh Kumar et al., 2015). En effet, Pérez-Rama et al. (2002) ont rapporté que
I’absorption de Cd?* & I’aide de Tetraselmis suecica était un processus biphasique, assisté dans la
premiére phase par une adsorption sur des protéines ou des polysaccharides, suivie d’une
accumulation dépendante de I’énergie dans le cytosol. De plus, lorsque la concentration de métal
dans I’environnement extracellulaire est significativement plus élevée que la concentration
intracellulaire, les cations peuvent étre transportés par les groupes chargés négativement de la
surface cellulaire, pour atteindre le compartiment intracellulaire via un transport actif a travers la

membrane plasmique apres liaison aux molécules de thiols principalement. cystéine (Monteiro
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et al., 2012). Les autres acides aminés tels que I’histidine, le glutamate et la proline peuvent
également jouer un réle crucial dans la chélation et la détoxification des métaux (Hayat et al.,
2012; Leszczyszyn et al., 2010; Suresh Kumar et al., 2015). Comme la plupart des MLs sont
hydrophiles, leur transport a travers la membrane plasmique (lipophile) est assuré principalement
par une protéine spécifique (transporteurs de métaux). Par la suite, plusieurs voies de
détoxification peuvent avoir lieu dans les compartiments intracellulaires (Leong & Chang,
2020; Monteiro et al., 2011).

I1.5.5. Transporteurs de métaux dans la membrane cellulaire des microalgues

Les transporteurs de métaux jouent un role important dans I’interaction des algues avec
leur environnement. Ils représentent la premiére ligne de contrdle des équilibres osmotiques,
ainsi qu’ils gérent la concentration intracellulaire des ions essentiels a I’homéostasie des
micronutriments, afin de faire face aux effets délétéres des MLs non essentiels (Hanikenne et
al., 2005). L’implication des transporteurs membranaires a été caractérisee chez differentes
especes de microalgues (Garcia-Garcia et al., 2012; Rosakis & Koster, 2004) Selon Blaby-
Haas & Merchant (2012), deux groupes de transporteurs sont responsables de I’influx et de
I’efflux de chacun des ions métalliques dans le modele algal C. reinhardtii. En effet, le groupe
des transporteurs (A) assure le trafic des MLs du milieu extracellulaire vers le cytosol, dont les
Natural Resistance-Associated Macrophage Proteins (NRAMP), les Zrt-Irt-like protein (ZIP), le
Fe-Transporter (FTR) et le Cu-familles de transporteurs (CTR). Ce groupe de transporteurs a
également été identifié dans la membrane vacuolaire et a la méme fonction que les transporteurs
assimilateurs. Le deuxieme groupe (B) comprend des membres du facilitateur de diffusion de
cations (CDF), des ATPases de type P1B, de FerroPortiN (FPN) et des familles de compléments
croisés sensibles au Ca?*1/transporteur de fer vacuolairel (Cccl/VIT1) (Figure 11.9), ils
diminuent la concentration en métal dans le cytoplasme par un mécanisme actif d’efflux d’ions
métalliques dans I’environnement extracellulaire, Cela se produit lorsque la concentration en
métal dépasse les besoins cellulaires, ou si le complexe métal-peptide commence a affecter le
métabolisme cellulaire (Tripathi et al.,, 2019). Tres peu d’études ont décrit le rble des
transporteurs membranaires dans I’accumulation de MLs chez les microalgues. Ainsi, les
recherches futures sur ce sujet sont cruciales pour une meilleure compréhension des voies

d’accumulation des métaux dans les cellules des microalgues.
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Figure I1. 9: Schéma général de détoxification intracellulaire des MLs dans les cellules de

microalgues adapté par (Blaby-Haas & Merchant, 2012; Torres et al., 2008).
11.5.6. VVoies de détoxification des ML intracellulaires

Diverses stratégies sont utilisées par les microalgues pour maintenir les concentrations
des ions intracellulaires au niveau optimal et protéger la cellule contre les métaux non essentiels
(Torres et al., 2008). Ces stratégies comprennent la modification de la perméabilité de la
membrane plasmique et de la fonction de la paroi cellulaire, I’activation de la phytochélatine
synthase (PCS), la formation de complexes MLs-métallothionéines, MLs-polyphosphates, la
compartimentation en organites, ainsi que I’activation de métal systémes d’efflux (Garcia-
Garcia et al., 2016; Mantzorou et al., 2018).

11.5.6.1. Chélation par les métallothionéines.

Les microtubules (MT) sont des petits peptides qui peuvent étre divisés en deux groupes,
les protéines codées par des genes (MTs de classe | et 1) et les polypeptides synthétisés par voie
enzymatique (MTs de classe IlI1) communément appelés phytochélatines (PC) (Cobbett &
Goldsbrough, 2002). Les MTs de classe Il sont une famille super riche en cystéine située dans
le cytosol, caractérisée par un faible poids moléculaire (6 a 7 kDa). Ces protéines de liaison aux

métaux sont principalement impliquées dans le contrble des concentrations intracellulaires de
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métaux a des niveaux réguliers (Gaur & Rai, 2001). Les MTs de classe Il sont peu étudiées chez
les microalgues par rapport aux autres organismes. Les MTs les plus connues des microalgues
sont des genres Chlorella Aureococcus, Symbiodinium, Nannochloropsis, Thalassiosira et
Ostreococcus (Balzano et al., 2020). Etant donné que les microalgues peuvent survivre dans des
habitats contaminés par les MLs, elles ont le potentiel pour de nouvelles formes de MTs. Par
conséquent, les recherches futures devraient se concentrer sur la découverte de ces nouveaux

MTs a I’aide d’expériences in silico et des recherches expérimentales.

11.5.6.2. Chélation par les phytochélatines.

En réponse a I’exposition aux métaux, les microalgues, comme d’autres organismes,
synthétisent par voie enzymatique des PC plutét que des MTs codées génétiquement. Les PC
sont également des peptides contenant des thiols constitués de trois acides amineés : le glutamate
(Glu), la cysteine (Cys) et la glycine (Gly), avec une structure générale (y -Glu-Cys)n-Gly, le
groupe sulfhydrile dans la molécule de cystéine est responsable de la reliure metallique. Leur
voie de biosynthése commence par la formation de y—Glu—Cys par la y—glutamylcystéine
synthétase (y-GCS). Ensuite, la glutathion synthétase (GS) catalyse la production de glutathion
(GSH). Ensuite, le transfert de y-Glu-Cys du GSH vers une autre molécule de GSH est suivi de
la formation de (y-Glu-Cys) 2-Gly (Hirata et al., 2005). En effet, il a été rapporté que le GSH
est le ligand clé lorsque les concentrations de métaux intracellulaires sont faibles, tandis que la
détoxification des métaux est assurée par les PC lorsque les concentrations de métaux sont
élevées (Gaur & Rai, 2001). La synthése de MTs de classe I11 dans des souches de microalgues
a été documentée dans plusieurs études, elle a eté identifiée pour la premiére fois chez C. fusca
aprés exposition aux ions Cd?* (Gekeler et al., 1988). Par la suite, de nombreuses recherches ont
visé a clarifier la biosynthése des PCs sous exposition aux MLs telles que Gomez-jacinto et al.
(2015) qui ont identifié des Hg-PC chez C. sorokiniana sous exposition au Hg?*. également chez
S. bijugatus traité au Cu?* (Nagalakshmi & Prasad, 2001) et Stichococcus bacillaris traité au
Pb?* (Pawlik-Skowronska, 2002). De plus, il a été rapporté que le Cd?* était le stimulateur le
plus efficace de la PCs synthase des especes de Chlamydomonas, tandis que d’autres métaux ont
montré une efficacité moindre a divers degrés (Abboud & Wilkinson, 2013; Kobayashi et al.,
2006; Li et al., 2021; Suarez et al., 2010). Néanmoins, la synthése de PC a été plus fortement
induite par le Zn?* chez les espéces de Dunaliella (Hirata et al., 2001; Tsuji et al., 2003).
Récemment, Wang et al. (2017) ont rapporté que le GSH était le principal composé sulfhydryle
non protéique chez D. salina. Son exposition a I’As® et & I’As®" a induit la synthése de PC
indiquant ainsi leur implication dans la détoxification de I’As. Les MLs liés aux PC, ils peuvent
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étre stockés dans des organites de cellules de microalgues sous forme de complexes

organométalliques.

11.5.6.3. Chélation par les polyphosphates.

Dans la nature, les polyméres d’orthophosphate (polype) abondent dans les organismes
eucaryotes et procaryotes. De nombreuses recherches sur les algues rapportent que
I’accumulation de corps de polypes dans des ocalcisomes acides fondés principalement dans des
granules de vacuoles spécifiques dans le trans-Golgi qui présentent diverses variantes selon leur
disposition, leur composition et leur consistance (Goodenough et al., 2019; Tsednee et al.,
2019). Cependant, le polype peut également étre localisé dans d’autres compartiments
cellulaires, notamment la paroi cellulaire, le cytoplasme, les mitochondries, le réticulum et le
noyau endoplasmiques (Sanz-Luque et al., 2020; Werner et al., 2007). Par exemple, le
métabolisme du polype chez C. reinhardtii peut étre régulé via une réaction enzymatique de
I’exopolyphosphatase, ou via des mécanismes de compartimentation, principalement par les
transporteurs membranaires acidocalcisomes (Ruiz et al., 2001). La séquestration et la
détoxification des MLs font partie des diverses fonctions et réponses cellulaires ou les polypes
sont impliqués, notamment le cycle du phosphore (P) dans les océans, le réservoir de P,
I’acclimatation a la privation de nutriments ainsi qu’en réponse aux conditions de stress
osmotique et thermique (Sanz-Luque et al., 2020). 1l a été rapporté que la formation de polypes
facilite I’accumulation et le stockage des MLs (Wang & Dei, 2006). En fait, la fonction cruciale
des acidocalcisomes et des polypes dans le maintien de I’homéostasie cellulaire des ions
essentiels souligne I’hypothése que ce rdle pourrait étre étendu a la régulation des niveaux de
MLs toxiques dans la bioaccumulation du compartiment intracellulaire via la chélation et la

compartimentation (Garcia-Garcia et al., 2016).
11.5.7. Compartimentation des MLs dans la vacuole,

Les chloroplastes et les mitochondries comme mentionné précédemment, la séquestration
du complexe MTs-MLs en particulier les organites cellulaires, et surtout les vacuoles, les
chloroplastes et les mitochondries ont incité les chercheurs a développer des hypothéses sur les
voies de bioaccumulation des métaux et les mécanismes de tolérance associés. Diverses
techniques biophysiques peuvent étre utilisées pour étudier la localisation intracellulaire et
I’analyse des MLs ou de leurs complexes (Polyp-ML, MT-ML PCs-ML), principalement en

utilisant le microscope électronique a transmission (MET) avec des techniques et des accessoires
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supplémentaires, tels que la spectroscopie & rayons X a dispersion d’énergie (EDS), la
spectroscopie de perte d’énergie électronique (EELS), I’imagerie par spectroscopie électronique
(ESI) et la microscopie a force atomique (AFM) (Tripathi et al., 2019). Chez les espéces
végetales, la compartimentation vacuolaire a été signalée comme un élément indispensable de la
détoxification des MLs (Sharma et al., 2016). En revanche, la séquestration des métaux a été
identifiée dans différents organites cellulaires. Par exemple, Shanab et al. (2012) ont trouvé au
moyen d’une analyse MET, des corps sphériques sombres denses aux électrons accumulés dans
les vacuoles de Pseudochlorococcum typicum exposés aux ions Pb?*. Volland et al. (2012) ont
également localisé I’accumulation de Cr** en utilisant la MET couplée a I’EELS et a 'ESI a
I’intérieur des cellules de Micrasterias denticulata en tant que composé chrome-fer-oxygene et
une vacuolisation accrue. En revanche, Hanikenne et al. (2009), ont décrit que le principal lieu
de stockage des complexes PCs-Cd?* chez C. reinhardtii se trouvait dans le chloroplaste. De
méme, Mendoza-Cdzatl & Moreno-Sanchez (2005) ont découvert que plus de 60 % du Cd?
accumule réside a I’intérieur du chloroplaste d’Euglena gracilis. De méme, Soldo et al. (2005)
ont rapporté que le Cu?" intracellulaire était détecté dans les thylakoides et le pyrénoide des
cellules d’O. nephrocytioides. De plus, Mendoza-Cozatl et al. (2005) ont démontré
I’accumulation de complexes Cd?* et Cd?*-Mt*3 dans les chloroplastes et les mitochondries d’E.

gracilis.

I1.6. AVANTAGES DU TRAITEMENT DES EAUX USEES A BASE DE MICROALGUES

11.6.1. Rentabilité

Le colt du maintien de la croissance des microalgues dans les eaux usees est inférieur a
celui des traitements conventionnels. Les charges organiques ont trouvé que les eaux usees de la
brasserie sont adaptées a la croissance des microalgues, ce qui en fait un moyen extrémement
attrayant pour un traitement durable et a faible colt des eaux usées (de-Bashan & Bashan,
2010; Hoffmann, 1998) Plusieurs especes de microalgues sont capables de capter les nutriments
des eaux usées. Le codt en capital de ce procédé est moins cher par rapport aux procédés

conventionnels de traitement des eaux usees (Oswald, 2003).
11.6.2. Besoins de faible énergie

Les microalgues liberent de I’oxygéne en tant que sous-produit pendant le traitement

des eaux usées, ce qui est utilisé par les bactéries aérobies pour dégrader d’avantage les charges
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organiques restantes. Cela réduit le codt énergétique par rapport au colt de I’énergie mécanique
pour I’aération lors du traitement conventionnel des eaux usées. Environ 1 k.Watt.h d’énergie
électrique est nécessaire pour éliminer 1 kg de DBO dans le processus de boues activées. Au
cours de ce processus, 1kg de CO; fossile est produit par la production d’électricité. Les
microalgues ne nécessitent aucun apport d’énergie pour éliminer 1 kg de DBO des eaux usées de
la brasserie et produire 1 kWatt.h d’énergie électrique gréace a la production de méthane par la
biomasse algale (Wang et al., 2016).

11.6.3. Réduction de la formation de boues

L’objectif principal de chaque station d’épuration est de réduire ou d’éliminer les
boues. Le traitement conventionnel des eaux usées se caractérise par |’utilisation de grandes
quantités de produits chimiques. Une utilisation importante de produits chimiques peut entrainer
la formation de boues. Cela produit des déchets solides dangereux qui doivent étre éliminés dans
I’environnement. Le traitement des eaux usées par des microalgues ne néecessite aucun additif

chimique et les boues s’accumulent sous forme de biomasse algale (Oswald, 2003).

11.6.4. Emissions de gaz a effet de serre

Le rechauffement climatique est une grande préoccupation dans le monde entier. Selon
Wang et al. (2008), I’atténuation du CO. a été stratégiqguement abordée de deux manieres;
chimiquement et biologiquement. Les approches chimiques impliquent la séparation, le transport
et la séquestration. Ces approches sont énergivores et colteuses, il est donc nécessaire de trouver
des moyens alternatifs rentables et durables pour limiter la menace.

Les microalgues sont I’une des approches biotechnologiques émergentes pour atténuer
le CO; et environ 2 000 000 d’espéces sont utiles pour la séquestration du CO, (Keffer &
Kleinheinz, 2002). La fixation du CO- par la culture d’algues photo-autotrophes a la capacité de
diminuer le CO- dans I’atmosphere. Les microalgues fixent environ 183 tonnes de dioxyde de
carbone pour produire 100 tonnes de biomasse (Chisti, 2007). Elles se développent plus
rapidement que les autres plantes terrestres en raison de leur capacité a capter I’énergie solaire
plus efficacement (Mohd Udaiyappan et al., 2017).

Li et al. (2008) ont révélé que les microalgues ont des taux de croissance et des
capacités de fixation du CO> beaucoup plus élevés que les plantes forestiéres, agricoles et
aquatiques conventionnelles. De plus, les microalgues nécessitent du dioxyde de carbone pour

leur croissance et toute source de CO peut étre utilisée pour cultiver des algues. Cependant,
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I’utilisation de CO2 pur peut étre trés colteuse et I’utilisation d’air ne nécessite pas de transport,
mais la quantité de CO: (~0,04% en poids sec) contenue dans I’air peut ne pas étre suffisante
pour la croissance des microalgues. Une quantité suffisante de CO. doit étre fournie pour
permettre une croissance optimale des algues (Ewing & Msangi, 2009; Lam et al., 2012; Van
lersel, 2009).

Les émissions de carbone sont profondément attachées dans I’économie mondiale. Les
secteurs certainement les plus intensifs en carbone sont I’énergie et les transports. Un rapport de
2019 publié par le National Energy Technology Laboratory (NTEL, USA) recommandait un
objectif de codt de captage du carbone maximum de 40 $/tonne de CO: ; cependant, méme les
méthodes de captage du CO> les mieux établies dépassent de loin cette marge de codt (Zheng et
al., 2020). Une autre analyse récemment publiée des efforts mondiaux pour atteindre I’ambitieux
objectif de I’Accord de Paris de 2°C a révele que, bien que techniquement et économiquement
réalisable, les codts pour atteindre cet objectif nécessitent une collaboration mondiale
inébranlable (Wei et al., 2021).

Wei et al. (2021) ont proposé une disposition globale pour la capture et I’utilisation
rentables du carbone (CCUS), en considérant un prix moyen mondial du CO; d’environ 62,65
$/tonne de CO.. La stratégie qu’ils définissent nécessite prés de 8,20 billions de dollars
d’investissements financiers, ce qui, méme compensé par les avantages traditionnels de la
capture du carbone (récupération assistée du pétrole), entraine un co(t total de 5,76 billions de
dollars jusqu’en 2050. Ce colt extraordinaire peut techniquement étre couvert par des efforts de
collaboration intergouvernementaux. Le succés commercial est beaucoup plus réalisable si ces
colts peuvent étre réduits en adoptant de nouvelles techniques économiques a I’échelle
industrielle (Daneshvar et al., 2022).

En comparaison, le traitement des eaux usées a base de microalgues réduit les tonnes
de CO> par rapport aux méthodes de traitement conventionnelles. Par exemple, les étangs de
canalisation ou les systemes d’étangs d’algues a haut débit (HRAP) réduisent de 100 a 200
tonnes de CO; par ml d’eaux usées traitées en utilisant les bactéries, la lumiére du soleil et la
photosynthése par rapport au traitement électromécanique dans un étang d’oxydation
conventionnel. De plus, I’assimilation de I’azote par les algues pourrait réduire des tonnes
supplémentaires de CO2 (100-200) par ml (Shilton, 2015). Par consequent, le traitement des
eaux usées a base de microalgues ou lorsqu’il est intégré a d’autres usines de traitement des eaux
usées peut atténuer biologiquement les niveaux de CO.. Cette méthode est plus économique et
écologique (Collotta et al., 2018; Kuo et al., 2016).
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11.6.5. Engrais et bio-engrais

La fertilité des sols est modifiée par Iutilisation excessive d’engrais inorganiques en
augmentant et en diminuant le pH du sol, respectivement. De plus, les engrais inorganiques
contiennent des substances telles que les nitrates et les phosphates qui sont ensuite rejetées dans
les plans d’eau par les pluies et les eaux usées qui peuvent conduire a I’eutrophisation. Les
microalgues jouent un réle utile dans I’agro-industrie. Les engrais végétaux ont été obtenus par
la transformation de la biomasse algale récoltée dans les eaux usées. La composition minérale et
I’aptitude de rétention d’eau des sols agricoles a été améliorée par ces engrais (Bhardwaj et al.,
2014). Selon Hasyim et al. (2011) I’irrigation utilisant les eaux usées brutes de la brasserie
comme source d’engrais entraine une faible croissance des plantes, ce qui se traduit par un faible
rendement et un mauvais état du sol. Les microalgues peuvent également fixer I’azote dans le
sol, Nostoc sp., Scytonema sp., Aulosira sp., Toplythrix sp. et Plectonema sp. sont généralement
utilisées comme engrais biologiques (Das et al., 2011).

11.6.6. Alimentation animale

A cause des besoins nutritionnels et de la digestibilité facile des microalgues, ces
derniéres ont servi comme aliment des étres vivants dans I’industrie aquatique. La composition
des matieres séches des microalgues contient de 39 a 71% de protéines, de 10 a 57% de glucides,
particulierement des polysaccharides, de la cellulose et des amidons (Yan et al., 2013). La
biomasse microalgale récupérée peut également étre utilisée directement ou indirectement
comme nourriture des larves d’huitres, des crevettes et de bivalves, et des poissons par
I’enrichissement des zooplanctons. Phang et al. (2000), ont révélé que la composition de la
biomasse de spiruline cultivée dans un HRAP pour le traitement des eaux usées de sagou peut
étre utilisée comme alimentation animale de haute qualité. La biomasse de microalgues est
viable en remplacement partiel dans les aliments pour volaille des protéines et des caroténoides
conventionnels pour rehausser la couleur jaune de la peau du poulet de chair et du jaune d’ceuf
(Becker, 2013). Plusieurs études ont suggéré I’incorporation de la biomasse de microalgues
traitées a base d’eaux usées dans I’alimentation animale. Cependant, il a recu peu d’attention en
raison de la perception du public et des réglementations alimentaires de qualité sur les aliments

pour animaux.
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11.6.7. Production de biocarburants

Un biocarburant est un produit (biohydrogene, biodiesel, bioéthanol, biométhanol)
obtenu & partir de la biomasse qui donne de la chaleur de combustion trés élevé (Nigam &
Singh, 2011; Razzak et al., 2013). Il y a une demande croissante d’énergie dans le monde.
Environ 80% de I’énergie consommée provient de sources fossiles (Surriya et al., 2014).
Cependant, I’extraction et I’utilisation de combustibles fossiles augmentent les émissions de gaz
a effet de serre dans I’atmosphére (Cea-Barcia et al., 2014) ce qui conduit au réchauffement
climatique. A I’heure actuelle, les recherches sont orientées vers les origines d’énergie
alternatives en raison des désavantages liés aux combustibles fossiles. Les biocarburants ont
acquis une attention considérable et ont été considérés comme une source prometteuse d’énergie
alternative. Les espéces microalgales seraient la source la plus encourageante pour la production
du biocarburant. En effet, elles ont un rendement de multiplication plut haut et une grande
efficacité photosynthétique (Mahdy et al., 2015). Les biocarburants de premiere génération ont
soulevé des préoccupations liées a la pénurie de terres arables, ce qui peut a son tour entrainer
une pénurie de nourriture dans le monde. Les plantes oléagineuses telles que le palmier, le soja et
le colza présentent un intérét ces derniers temps, mais une grande superficie de terres arables est
utilisée pour leur culture (Caporgno et al., 2016). Les biocarburants de deuxiéme génération
utilisent le Jatropha curcas, mais son faible taux de croissance couplé a la forte utilisation des
terres arables le rend non rentable. Cependant, le biocarburant issu des microalgues produirait 10
a 100 fois plus de carburant par unité de surface que les autres sources de biocarburant (cultures
conventionnelles) telles que le soja et le palmier a huile (Greenwell et al., 2010). De plus, les
microalgues ne présentent aucun probleme lié aux terres arables (Keffer & Kleinheinz, 2002),

car les microalgues peuvent étre cultivées dans la brasserie et d’autres eaux usées industrielles.

CONCLUSION

Les microalgues suscitent de plus en plus d’intéréts. Pour de nouvelles applications,
notamment énergétiques et environnementales, une grande quantité de biomasse et donc une
forte productivité sont nécessaires. Mais le systeme doit étre viable au niveau économique,
énergétique et environnemental. Les systéemes de production actuels sont soit chers soit avec une
faible productivité. De plus, ils sont souvent congus pour une seule application et se focalisent
donc sur le produit (molécule a haute valeur ajoutée, dépollution, énergétique...). Pour étre
viable, les systemes de culture de microalgues doivent étre performant dans la culture mais aussi

économiquement.
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Chapitre 111 Matériel et méthodes

INTRODUCTION

Dans ce chapitre nous traitons les différentes méthodes expérimentales mises en ceuvre
dans notre etude. Nous abordons la description de la conception du dispositif pilote dans lequel
ont été réalisées nos expériences de culture des microalgues utilisées pour la bioremédiation des
eaux usees industrielles synthétiques. Un contrdle régulier a été réalisé et suivi dans le temps de
tous les parametres nécessaires a la croissance en biomasse. Au cours de cette étude
expérimentale, les eaux usées utilisées comme milieu de culture de nos microalgues ont été
caractérisées du point de vue physicochimique et bactériologique. Un suivi de 1’évolution de
I’abattement des teneurs en métaux lourds et pétrole brut a été réalisé durant et a la fin de
I’expérience.

111.1. DESCRIPTION DE LA ZONE D’ETUDE

La baie de Skikda est située dans la partie nord-est de I’ Algeérie, a environ 470 km a I’est
de la capitale Alger. La zone d’étude est en contact avec un énorme complexe industriel
pétrochimique, ou le pétrole brut, les métaux lourds et les produits d’hydrocarbures raffinés
contaminent les écosystémes via la pollution atmosphérique ainsi que des effluents liquides qui

sont déversés dans les écosystemes aquatiques.

Pour toute analyse de I’eau de la zone estuaire, des échantillons d’eau de mer ont été

collectés sur 3 stations situées a proximité de la raffinerie de pétrole de Skikda.

Les différentes stations de préléevement (Figure 111.1) ont été choisies selon I’importance
de leurs rejets et déversements (industriels, sanitaires et autres) en mer. Les coordonnéees

géographiques de ces sites sont présentées dans le tableau (Tableau I111.1).

La premiére station (Stl) est située apres le point de rejet de la raffinerie dans la zone
estuaire, la deuxieme station (St2) se situé sur la plage « Larbi Ben M’hidi Ex-Jeanne d’Arc ».

Enfin, la troisiéme station (St3) se situé sur la plage militaire N°1.

Tableau I11. 1: Localisation des sites d’échantillonnage

Stl 36°52°50.6 6°55°50.6
St2 36°53°39.5 7°00°36.7
St3 36°53°32.2 6°53°13.1
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Figure I11. 1: Localisation des sites d’échantillonnage a Skikda (GOOGLE MAPS)

1. Le site St apreés le point de rejet de la raffinerie dans la zone estuaire
Est situé au Nord-Centre de Skikda en face de I’hétel Saf-saf.

iy

Figure I11. 2: Site St1 apres le point de rejet de la raffinerie dans la zone estuaire a : Image

satellitaire (Google MAPS) b : Image in situ (Photo personnelle)
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2. Lesite St2 : Plage " Larbi Ben M’hidi Ex-Jeanne d’Arc

Cette plage fait plus de 7 kilometres de long dont la moitié se situe au Nord-Ouest de Skikda
dans la commune de Filfila. Elle est longée et délimitée au sud par la route CW21. Elle se trouve
a 17 kilometres du centre ville de Skikda.

Figure I11. 3: Site St2 la plage « Ben Mhidi ». a : Image satellitaire (Google MAPS) b :

Image in situ (Photo personnelle)

3. Lesite St3 : La plage militaire 1

La plage militaire N°1 est située a I’Ouest de la commune de Skikda, juste au niveau du pont
ou les eaux de « Oued Greva » y passent pour se déverser en hiver dans la plage. Délimitée des
deux cOtés par des rochers et par I’ancien pont appelé « pont romain ». Cette plage est trés

fréquentée en hiver aussi par les chercheurs de quiétude.

.
[y

Figure I11. 4: Site St3 la plage militaire.1. a : Image satellitaire (Google MAPS), b : Image

in situ (Photo personnelle)
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I11.2. PRELEVEMENT DES ECHANTILLONS

Des échantillons d’eau de mer ont été prélevés a 0,30 m au-dessous de la surface de I’eau
et stockés dans des flacons en verre de 1 litre stérilisés. Trois échantillons d’eau ont été prélevés
a partir de chaque site. Ces derniers sont par la suite homogénéisés pour avoir un échantillon
moyen pour chaque site.

L ’échantillonnage des microalgues a été réalisé a I’aide d’un filet a phytoplancton de 20
um de vide de maille (Francoeur et al., 2013). L opération consiste a filtrer 10 litres d’eau (a 30
cm en dessous de la surface de I’eau) (Figure 111.5). Le filtrat collecté a été par la suite versé
dans deux bouteilles en verre ombrées de 125 ml : le premier contenant 5 ml de Lugol dilué a
10% pour I’observation microscopique, et la deuxiéme sans conservation pour la mise en culture.
Les échantillons ont été conservés dans des flacons hermeétiquement fermés et transportés dans
une glaciére a 4°C et a I’obscurité afin de stopper toute activité biologique jusqu’a I’arrivée au

laboratoire le jour méme.

Figure I11. 5: Echantillonnage des microalgues a ’aide d’un filet et remplissage des

bouteilles en verre stériles (photos personnelles)

111.3. PREPARATION DES ECHANTILLONS DE MICROALGUES

Au laboratoire, les échantillons ont été centrifugés a 2000 tr/min. pendant 5 min pour
enlever tous les débris (Boonchai et al., 2012). La biomasse concentrée a été diluée dans de
I’eau distillée stérile et filtrée sur papier Wattman (puis le filtrat a été lavé plusieurs fois avec une

solution de NaCl (0,9 %) afin d’éliminer les bactéries. Maintenant, les échantillons sont préts a
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I’identification des microalgues sélectionnées qui serviront pour culture dans un milieu de
culture spécifique Bold Basal Medium (BBM), jusqu’a atteinte d’une biomasse suffisante pour le

traitement des eaux usées dans le photobioréacteur de traitement (PBRT).

Figure I11. 6: Préparation des échantillons

L identification macroscopique des colonies de microalgues est basée sur les critéres de
forme, aspect, taille, contour, diamétre et couleur des colonies selon les clés de détermination
utilisées pour les microalgues d’eau douce de Bellinger & Sigee (2010), Serediak & Huynh
(2011), Vuuren et al. ( 2006) et Canter-Lund & Lund (1995).

Figure I11. 7: Identification macroscopique des colonies de microalgues
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Une observation a I’état frais des microalgues fixées au Lugol, sous microscope optique,
a différents grossissements a été réalisée afin de bien identifier ces souches des microalgues

isolées.

Figure 111. 8: Identification des microalgues par observation microscopique.

111.4. CULTURE DES MICROALGUES

La culture est une étape tres importante pour favoriser la croissance des microalgues, c’est le

point de départ de notre étude au laboratoire.
111.4.1. Conditions de culture

La culture doit respecter des conditions physiques et chimiques particuliéres nécessaires a
la reproduction des microalgues qui sont indispensables de les maitriser telles que: la
température, le potentiel d’hydrogéne (pH), les nutriments (un apport en macronutriment tels que
’azote, le phosphore, le potassium, le magnésium...etc. et en oligo-éléments comme le fer et le
zinc), le dioxyde de carbone CO: et la luminosité afin de favoriser la photosynthése (Burlew,
1953; Simosa, 2016), et I’agitation pour éviter la décantation de la biomasse algale libre dans le
PBRT et le PBRC.
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111.4.1.1. La température

Ce parametre a été mesuré par un thermomeétre de paillasse. La valeur optimale de la
température, pour avoir une bonne croissance des microalgues, doit étre maintenue entre 20 et
25°C. La température est 1’un des facteurs physiques influencant le plus la croissance des
microalgues. Si les microalgues ne se multiplient pas a la température optimale, la nécessite d’un
apport suffisante en carbone et en nutriment est tres important pour obtenir le méme taux de
prolifération. C’est ainsi que les microalgues d’eau douces connaissent une trés bonne croissance
dans un intervalle de température allant de 20 a 25°C (Richmond, 2004). La température

d’incubation de nos microalgues a été fixée a 25+0,5°C.

111.4.1.2. Le pH

Ce parameétre nous a servi pour controler la concentration du CO2 dans le milieu, tout en
respectant I’intervalle de pH optimal pour la culture des microalgues situées entre 6,5 et 8,5. Ce
pH peut devenir ainsi un facteur limitant. Il est donc possible d’augmenter la densité des cultures
en jouant sur ce paramétre. La méthode la plus simple a mettre en ceuvre est 1’ajout de dioxyde
de carbone (gazeux COy) dans I’air qui sert a mélanger les cultures. Une proportion de 0,5a 1 %
peut étre conseillée. Il est aussi possible d’utiliser de I’acide chlorhydrique (HCI) dans les
cultures continues. Une bonne multiplication des microalgues se fait naturellement dans un
intervalle optimal de pH de 6,5 a 8,5 (Becker, 1994).

111.4.1.3. La lumiere

Dans cette étude nous avons utilisé une chambre de culture allumée par des ampoules
électriques de type LED (pour favoriser le processus de photosynthese exercé par les
microalgues) a une intensité de 4000 Lux par alternative 16 heures de lumiére / 8 heures

d’obscurité (nuit).

111.4.1.4. L agitation

Les flacons de culture sont mis dans un agitateur orbital a 150 Tr/min, pour assurer une

bonne homogénéisation du milieu de culture durant la période d’incubation.
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111.4.1.5. Le carbone : source d’énergie

Les microalgues ont besoin de carbone inorganique pour la photosynthese, il peut étre
apporté sous forme de sels (bicarbonate) ou par enrichissement de I’air insufflé (car I’air ambiant
ne contient pas assez de CO: pour la culture intensive des microalgues).

111.4.1.6. Les sels nutritifs

Provenant des milieux de culture Bold Basal Medium (BBM) et du Blue Green Medium
(BG11) utilisées pour les microalgues vertes (Chlorophycées) et les microalgues bleues-vertes
(cyanobactéries). (WCM) a été utilisé pour la culture des microalgues brunes (diatomées).

111.4.2. Conception du photobioréacteur de culture des microalgues

Pour maitriser la production des microalgues, il nécessaire d’utiliser un systeme de
culture fermé appelé photobioréacteur, et il offre des avantages de productivité, y compris une
efficacité de production élevée et une minimisation de la contamination biologique (Chisti,
2007; Huntley & Redalje, 2007; Moheimani & McHenry, 2013; Vasudevan & Briggs,
2008). Cependant, la complexité de leur technique se traduit genéralement par des capitaux et
des codts d’operations relativement élevés (Borowitzka, 1999; Cuzzocrea et al., 1998;
Vasudevan & Briggs, 2008).

Les objectifs de production utilisant des photobioréacteurs sont généralement capables de
maximiser la productivité de la biomasse et minimiser les colts de production (Cuzzocrea et al.,
1998; Kunjapur & Eldridge, 2010; Moheimani & McHenry, 2013; Ugwu et al., 2008).
Comme la productivité de la biomasse doit rester élevée pour compenser les codts de production
élevés, le transfert de masse de la culture doit étre efficace, et les limitations de transfert de
masse sont un probleme courant dans les systeme de photobioréacteurs fermées (Borowitzka,
1999; Cuzzocrea et al., 1998; Hankamer et al., 2007; Ugwu et al., 2008).

Un systéeme de photobioréacteur de culture (PBRC) a été monté au laboratoire afin de
réaliser une culture continue des microalgues prélevées (Figure 11.9), constitué de plusieurs
bassins d’alimentation en microalgues soumis a une agitation continue, reliés par des tuyaux de

distribution de CO- et tout le systeme est éclairé par une source de lumiere.
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Figure 111. 9: Montage du photobioréacteur pour la culture des microalgues

1- Agitateur 4- Chambre de culture
2- Tuyau de distribution de CO> 5- Verreries de culture
3- Source de CO» 6- Source de lumiere (LED)

111.4.3. Préparation de milieu de culture liquide de Bold (1967)

Nous avons préparé un milieu de culture favorable pour avoir une bonne croissance des
microalgues vertes qui est le milieu de culture de Bold Basal Medium (BBM).

BBM est un milieu de culture générale d’algues d’eau douce qui a été utilisé pour cultiver
une variété des microalgues vertes (Trichosarcina, Chlorococcum, Anacystis et Chlorella) sans
avoir besoin d’extrait de sol ou de vitamines (Brown et al., 1963; Nichols & Bold, 1965). La
nature majoritairement inorganique de ce milieu permet de faciliter I’entretien de la culture
axénique (Nichols & Bold, 1965).

La préparation de BBM est réalisee par I’utilisation des éléments nutritifs enregistrés
dans le tableau suivant (Tableau 111.2). Pour préparer un litre de ce milieu de culture apH =7 a
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partir des 10 solutions stocks préparées a I’avance, nous mélangeons 10 ml de chacune des
solutions 1 a 6, puis nous ajoutons 1 ml de chacune des solutions 7 a 10, et nous complétons
jusqu’a un litre avec de I’eau distillée stérile.

Nous avons ajouté 2 g de carbonate de sodium (Na.COs) (Kim et al., 2019) (C’est une
source de carbone organique pour les microalgues) et compléter a un litre avec de I’eau distillée.
Ces solutions ont été stérilisées a 120 °C pendant 120 min et conservées a 4°C. Le pH a été
ajusté a 7 avant autoclavage.

Une fois le milieu de culture de Bold 1967 est préparé, nous avons procédé a leur
caractérisation physicochimique avant la mise en culture des microalgues vertes prélavées a fin

de les comparer avec de celles trouvées dans les sites d’échantillonnage.

Tableau I11. 2: Milieu de culture de Bold 1967 : milieu d’usage général pour les

microalgues vertes unicellulaires (Bajwa et al., 2017).

e Eléments majeurs :

1- Source de Nitrate NaNO; 25 g/L
2- Source de Calcium CaCl,.2H,0 2,5¢g/L
3 e 4 Source de| K;HPO4 ou| 750/l
phosphore Na;HPO4
KH2PO4 17,5 g/L
5- Source de Magnésium | MgSO4.7H,0 7,59/L
6- Chlorure de Sodium NaCl 2,5¢g/L

e Eléments traces :

7- Agent de chélation et de | EDTA + KOH 50¢g/L +31
neutralisation des ions o/L
métalliques, et de
contrdle de la viscosité

8- Facteurs de croissance | FeSO4.7H.0 4,98 g/L
des microalgues eau
acidifiée
9- Acide borique H3:BOs 11,42 g/L
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e Solution 10 : dissoudre les sels suivants dans un litre d’eau acidifiée

ZnS04.7H0 8,82¢
MnCl,.4H20 1,449
MoO; ou Na;M00Q4.2H,0 0,71¢g
CuS04.5H,0 157¢g
Co(NOs3),.6H,0 ou CoCl».2H,0 | 0,49 ¢

Un (01) litre d’eau acidifiée est préparé en ajoutant 1 ml d’acide sulfurique a 999 ml
d’eau distillée.

111.4.4. Préparation de milieu de culture pour les diatomées benthiques

La composition chimique du milieu de culture que nous avons utilisé, Freshwater « WC »
medium (Guillard & Lorenzen, 1972) est bien détaillée dans le (Tableau 111.3). Ce milieu peut
étre modifié, en particulier, les concentrations en CaCl, et MgSOs peuvent étre augmentées pour
obtenir un milieu avec une conductivité plus élevée favorable a la bonne croissance des

diatomées dans des conditions expéerimentales optimales.

La concentration des cellules de phytoplancton en milieu de culture est généralement plus
haute que celle trouvée dans la nature. Les cultures d’algues doivent donc étre enrichies avec des
aliments pour compenser les insuffisances dans 1’cau de mer, les macronutriments incluent les

nitrates, les phosphates et les silicates.

Les silicates sont spécifiguement employés pour la croissance des diatomées qui utilisent ce
composé pour la production d’une coquille externe. Les micronutriments se composent de divers
oligo-métaux, la vitamine thiamine (B1), la cyanocobalamine (B12) et parfois la biotine

(vitamine B8 ou H).

Ce milieu riche en éléments nutritifs indispensables a la culture des diatomées est insuffisant
a lui seul pour assurer une bonne croissance de diatomées. Ces dernieres ont besoin de matiere
organique comme source de carbone présentée dans notre cas par un extrait de sol ; et d’une

source de CO> important pour le processus de photosynthése.
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e Eléments majeurs :

Tableau I11. 3: Milieu de culture WC pour les diatomées

Elément Concentration (mg/L)
CaCl».2H,0 36,76

MgSQO.4.7H20 36,97

NaHCOs 12,60

K2HPO,4 8,71

NaNOs 85,01

Na,Si03.9H,0 28,42

e Eléments traces :

e Vitamines :

111.4.5. Préparation de I’extrait de sol

Elément Concentration (mg/L)
Na;EDTA 4,36
FeCls.6H,0 3,15
CuS04.5H,0 0,01
ZnS04.7H0 0.022
CoCl,.6H,0 0,01
MnC|2.4H20 0,18
Naz.MOO4.2H20 0,006
H3BO3 1
Vitamines Concentration
Thiamine, HCI B, 0,1 mg/L
Biotine Bs 0,5 ug/L
Cyanocobalamine Bi 0,5 ug/L

La méthode de préparation de I’extrait de sol peut étre décrite comme suit :

0

été traitée par les engrais chimiques avec un volume de 0,5 L d’eau distillée,

+¢* Nous avons laissé le mélange reposer pendant 30 min puis nous 1’avons filtré,

+¢ La solution obtenue est ensuite stérilisée dans un bain marie pendant 60 min,

J
0‘0

Ensuite la solution a été filtrée une derniere fois sur papier Wattman,

* Nous avons mélangé 0,5 kg d’extrait de sol a partir d’une zone de paturage qui n’a pas
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% une seconde stérilisation de la solution d’extrait de sol a été réalisée au moyen d’un

autoclave pendant 20 min,
¢ La purification se fait par décantation, centrifugation et filtrations successives, jusqu’a
une filtration finale dans des flacons stériles. Les extraits de sols sont conservés dans un

congélateur a 3°C au besoin.

1% filtration

Stérilisation

2¢me Filtration

Figure I11. 10: Etapes de préaparation de I'extrait de sol

La solution d’extrait de sol a été conservée au réfrigérateur pour étre utilisée
ultérieurement et mélangée au milieu nutritif WC précédent a raison de 4 ml pour un litre de

milieu de culture.
111.4.6. Préparation du milieu de culture solide

Pour préparer un litre de milieu de culture solide a partir des 10 solutions stocks de BBM
préparées a I’avance, mélanger 10 ml de chacune des solutions 1 a 6, en plus de 1 ml de chacune

des solutions 7 a 10, ensuite, ajouter 14 g d’Agar agar et compléter a un litre avec de I’eau
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distillée. Les manipulations doivent étre sous une agitation continue pour éviter toute
précipitation d’Agar-agar. Ces solutions ont été stérilisées a 120 °C pendant 120 min et

conservées a 4°C. Le pH a été ajusteé a 7 avant autoclavage.
111.5. ISOLEMENT ET PURIFICATION DES MICROALGUES

L’isolement des différentes espéces microalgales a éteé réalisé en essayant de simuler les
conditions du milieu d’origine. A I’aide d’une micropipette nous avons ensemencé un volume de
0,1ml de chaque échantillon prélevé sur un milieu solide gélosé (BBM + Agar). Ce volume d’eau
est ensuite étalé sur toute la surface de la boite de pétri en utilisant une pipette pasteur stérile.

Toutes ces manipulations sont effectuées dans un poste de sécurité microbiologique
(PSM) (Figure 111.11) au niveau du laboratoire de culture in vitro au centre de recherche en
biotechnologie de Constantine. Les boites de pétri sont ensuite incubées dans une chambre de
culture a une température de 25°C et une photopériode de 8h de lumiére/16h d’obscurité a une

source de lumiére de 4000 lux.

Figure I11. 11: Isolement des microalgues sur le milieu Bold gélosé.

L’isolement des microalgues est aussi effectué a partir des dilutions de [I’eau
échantillonnée et cultivée dans le milieu de culture spécifique liquide. La méthode adoptée est
celle des dilutions, ou nous avons mis 1ml de I’échantillon dans 9 ml d’eau distillée stérile, qui
vaut la dilution 10. Une série successive de dilution suit jusqu’a atteindre 10 (Figure 111.12).

L’ensemencement d’une souche en milieu liquide est réalisé par prélévement d’un
¢chantillon de microalgue a la pointe d’une pipette pasteur, qui est ensuite plongée dans le milieu
liquide qui contient 5 ml de milieu de culture. Toutes ces manipulations s’effectuent au voisinage

immédiat d’une flamme de bec Bunsen afin d’éviter les risques de contamination. Les tubes qui
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contiennent les souches dans le milieu liquide sont conservés dans I’incubateur avec une
température de 25°C et une source de lumiere. Aprés une semaine, nous avons commence

I’observation sous microscope optique en ajoutant 5 ml du milieu liquide a chaque tube.

Figure 111. 12: Repiquage dans un milieu liquide

La méthode de I’ensemencement d’une souche en milieu solide est celle de 1’étalement &
I’aide d’une pipette pasteur une goutte a partir de la quatrieme dilution et I’ensemencer sur un
milieu solide. L’incubation est faite dans un incubateur a 25°C. Quand les microalgues
commencent a se développer, chaque colonie est isolée et ensemencée sur une nouvelle boite de

Pétri, pour obtenir des cultures uni-algales (Figure 111.13).

@O REDMINOTE 95
(OO Al QUAD CAMERA

Figure 111. 13: Repiquage dans un milieu gélosé
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Apres une periode d’enrichissement, I’isolement des microalgues a été realisé par la
combinaison de deux techniques : dilution en série et stries (Venkatesan et al., 2015). La
dilution en série est la méthode la plus courante et la plus établie d’isolement des microalgues
(Singh et al., 2015). Un ensemble de tubes a essai stériliseés avec du milieu (BG11, BBM,
WCM) a été utilisé pour la dilution. Les ensembles de dilution ont été déterminés sur la base du
nombre estimeé de cellules dans la culture enrichie. Ce nombre a été évalué a I’aide d’un
microscope optique. Apres la procédure de dilution, 100 pL de chaque dilution ont été striés dans
le milieu solide (BG11, BBM, WCM) dans des boites de Pétri (Figure 11.14). Ensuite, les boites
ont été incubées pendant une période de 21 a 30 jours a 25°C et sous une illumination continue
moyenne de 150 umol/m?s (El Arroussi et al., 2017). Aprés la période d’incubation, des
colonies morphologiquement distinctes ont été retirées et striées a nouveau pendant une période
moyenne de (21 + 2) jours, afin de garantir la purification d’une seule espéce de microalgues
(Schuelter et al., 2019).

Figure 111. 14: Repiquages successifs par couplage

111.6. MAINTIEN DES CULTURES MONOCLONALES

Les cultures monoclonales peuvent étre maintenues en chambre de culture, ou les
conditions de température et d’éclairement sont contrblées. Les cultures doivent étre
régulierement transférées dans un nouveau milieu. Afin d’éviter des contaminations, il est
important d’opérer ces repiquages dans une hotte a flux laminaire. Le transfert doit-étre réalisé
avant I’épuisement du milieu. 1l est recommandé de pouvoir conserver les cultures meres apres
leur transfert dans un nouveau flacon afin d’avoir une sécurité dans le cas d’une mauvaise
manipulation (contamination, mauvais étiquetage, etc.). Dans cette étude nous avons pu isoler
trois souches de microalgues : Chlorella vulgaris, Aphanocapsa zanardinii (Anacystis aeruginsa)
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et Nitszchia sp. Le genre de la microalgue verte des Chlorella vulgaris qui est une espéce de
microalgue verte a metabolisme photolithotrophe autotrophe a possibilité de chimio-
organotrophie se cultive parfaitement a la lumiere. Pour plus de commodité, ces souches
d’algues sont cultivées sur un milieu unique, le milieu BG11 (Tableau I11.4). Pour le genre de la
microalgue bleue-verte Aphanocapsa zanardinii (Anacystis aeruginsa) nous pouvons les cultiver
et les isoler directement sur le milieu de départ BBM et aussi par I’utilisation du milieu BG11.
Nous avons utilisée le milieu de culture WCM pour I’isolement et la purification de Nitszchia sp.
qui représente le genre des bacillariophycées.

Pour préparer 1 litre de BG11 a pH = 7 nous avons mélangé 10 ml de chaque solution
stock de 1 a 9. Puis nous avons complété a 1 litre avec de 1’eau distillée stérile. Le milieu a été

ensuite autoclavé et laissé refroidi avant la mise en culture de Chlorella vulgaris.

Tableau I11. 4: Composition du milieu de culture BG11 spécifique pour les microalgues
vertes unicellulaires

e Solution des éléments majeurs :

1- NaNO; 15 g/L
2- K;HPO4.3H,0 4g/L
3- MgSO..7H.0 75g/L
4- CaCl,.2H,0 3,6 g/L
5- Acide Citrique CgHsO~ 0,6g/L
6- Ammonium Ferrique Citrate | 0,6 g/L
Fe(NH4)3(CsHs07)3

7- EDTA (disodique, Mg?") 0,1g/L
8- Na.COs 2 g/L

e Solution (9) des métaux traces :

HaBOs 2,86 gL
MnCl,.4H,0 1,81 g/L
ZnS04.7H,0 0,22 g/L
Na,MoO4.2H,0 0,39 g/L
CuSO4.5H,0 0,05 g/L
Co(NOs),.6Hz0 0,08 g/L
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I11.7. PURIFICATION DES SOUCHES DE MICROALGUES

La recette utilisée au laboratoire pour I’isolement et la purification est simplifiée car elle
nécessite uniquement la préparation de deux solutions meres de chaque milieu de culture
specifique pour chaque espéce. Ces solutions, une fois stérilisées a 120 °C pendant 20 min,
peuvent étre conservées quelques mois a 4°C. Pour préparer 100 ml de milieu de culture liquide,
il faut mélanger 10 ml de la solution A (des éléments majeurs) et 0,1 ml de la solution B (des
éléments en trace), puis compléter & 100 ml avec I’eau distillée stérile. La solution est ensuite
stérilisée en autoclave a 120 °C pendant 20 min. Pour préparer 100 ml de milieu de culture
solide, 1,5 g d’agar sont ajoutés a 100 ml de la solution liquide préparée précédemment. La
solution est ensuite stérilisée a 120 °C pendant 20 min. Une fois refroidie, environ 20 ml de
milieu encore liquide sont coulés dans des boites de Pétri, au voisinage immédiat de la flamme
d’un bec Bunsen, afin de conserver un environnement stérile. Une fois la gélose refroidie, les
boftes peuvent étre utilisées immédiatement ou entreposées pour une courte période afin d’éviter
toute contamination (Barberousse, 2006). Apres incubation, les souches des microalgues ainsi
isolées sont repiquées plusieurs fois dans le méme milieu d’isolement afin d’avoir des cultures
pures. Chaque colonie de microalgue isolée est ensemencée sur une nouvelle boite de Pétri est
incubée dans les mémes conditions de culture.

Toutes ces manipulations s’effectuent dans un post de sécurité microbiologique PSM afin
d’éviter les risques de contamination.

Les tubes qui contiennent les souches dans le milieu liquide sont ensuite incubées dans une
chambre de culture a une température de 25°C et une photopeériode de 16h lumiere/8h obscurité a

une source de lumiére de 4000 lux.

Figure I11. 15: Souches des microalgues purifiées apreés 7 jours d’incubation
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111.8. MESURE DE LA CROISSANCE EN BIOMASSE

La croissance en biomasse dans chaque culture a la fin de chaque repiquage a été
mesurée, afin de s’assurer de la jeunesse et la viabilité de nos cellules de microalgues et d’établir
un comptage de leur nombre (numération cellulaire NC, la densité optique DO, la matiére seche
MS) en fonction du temps.

Ces mesures nous ont permis d’étudier I’évolution de la croissance des microalgues au
cours de toute la période de culture, et de déterminer la phase de croissance exponentielle a partir
de laquelle chaque repiquage a été réalisé dans un volume plus important.

111.8.1. La numération cellulaire (NC)

La détermination de la biomasse algale a été effectuée par la technique de numération
cellulaire, selon la méthode de Guiraud (1998). La numération cellulaire est la détermination du
nombre de cellules contenues dans un volume précis de milieu liquide. On exprime le résultat de
la numeration en concentration cellulaire, c’est-a-dire en nombre de cellules par litre. La
numération cellulaire est réalisée directement par comptage au microscope optique, a lI’aide
d’une lame de comptage spéciale (appelée cellule de numération de Thoma). A I’aide de cette
méthode de mesure nous avons pu constater une augmentation de la densité cellulaire, depuis le
premier repiquage jusqu’a sa stabilisation a la fin de I’expérience pour le méme volume utilisé

pour la culture.

Caméra
d’observatio ! o ‘

Microscope Cellule de numération

Les cellules comptées

optique de Thoma

sur 1’écran

Figure I11. 16: Numération cellulaire a I’aide de la cellule Thoma sous microscope

photonique muni d’une caméra et relié a I’ordinateur
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Le calcul de la concentration cellulaire de la suspension de cellules étudiée est réalisé en

utilisant la formule suivante :
Sion a n cellules dans V litres, alors on a N cellules dans un litre

NxV=nxl Alors N=n/V

Avec :
X n : nombre de cellules comptées.
X2 V : volume de comptage.
X2 f : facteur de dilution
X2 N : nombre de cellules par litres.

Si la solution avait été diluée :

N=(n/V)xf

111.8.2. La matiere seche (MS)

Les matiéres seches sont déterminées par la technique de filtration sous vide comme
décrit par Rodier (2009), les cellules récupérees d’un volume de culture connu ont été par la
suite centrifugées et lavées 2 fois a I’eau distillée, puis le culot a été pesé apres séchage a 105 °C
jusqu’a masse constante (ne pas oublier de pré-peser le récipient de séchage ...). Les résultats de

MS sont trouvés par ’utilisation de la formule suivante :

MS = (M1-Mo/V) *1000

Avec :
X M1= masse finale
X Mo=initiale
X V=volume d’eau filtrée
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Figure I11. 17: Détermination des Matiéres seches (MS)

111.8.3. La densité optique (DO)

Les densités optiques initiales des cultures des microalgues ont été déterminées. Le suivi
de la croissance des microalgues s’effectue chaque 48 h par la mesure de la densité optique par
spectrophotometre UV-visible (Modéle HELIOS EPSILON 3SGNO006008) a une longueur
d’onde de 620 nm (Chandrashekharaiah et al., 2021).

Le spectrophotometre utilisé est un appareil a double-faisceau, il permet de quantifier les
molécules présentes en solution, capables d’absorber des photons, dans la gamme de longueurs

d’onde 190-1100 nm. L’absorbance (A) de la solution est calculée a partir de la loi de Beer-

Lambert: A =E&cl=Log (?)

Tel que :
& € : Coefficient d’absorbance (1mol*.cm™), il dépend de la longueur d’onde, la
nature chimique de I’entité et la température.
o lo : Intensité du faisceau incident
X | : Intensité transmise du faisceau traversant 1’échantillon
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Figure 111. 18: Mesure de DO par Spectrophotometre (HELIOS EPSILON 3SGN006008
UV-VIS)

111.9. CARACTERISATION DE L’EAU DE MER PRELEVEE

Les analyses des eaux les plus courantes dépendent d’une évaluation des paramétres
physicochimiques et biologiques. Ce potentiel de pollution généralement exprimés en mg/L, est
quantifié et apprécié par une série d’analyses. Certains de ces parametres sont indicateurs de
modifications que cette eau sera susceptible d’apporter aux milieux naturels récepteurs. Pour les
eaux usées domestiques, industrielles et les effluents naturels (Metahri, 2012), on peut retenir

les analyses suivantes :
111.9.1. Caractérisation bactériologique

L analyse bactériologique a pris en compte dans cette partie uniquement a la flore
bactérienne aérobie mésophile totale (FAMT). Elle est déterminée a ’aide de la méthode décrite
par Joffin et Leyral, (2009)
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A. Dénombrement de la flore aérobie mésophile totale (FAMT)

La flore aérobie mésophile totale (FAMT) est un indicateur d’hygiéne important
permettre de juger la qualité sanitaire des produits. En effet, elle permet d’évaluer le nombre
d’UFC (Unité Formant colonie) présent dans un produit ou sur une surface. Ce dénombrement se
fait a 30°C ce qui permet de dénombrer trois grands types de flore :

e La flore thermophile T° optimale de croissance a 45°C
e La flore mésophile T° optimale de croissance entre 20°C et 40°C

e La flore psychrophile T° optimale de croissance a 20°C

Comme il s’agit d’un milieu ordinaire, la plupart des micro-organismes peuvent se
développer, sauf ceux qui sont exigeants et les Micro-organismes anaérobie stricts. Il est donc
préférable de parler de la Flore Mésophile Aérobie (FMA) a 30°C que de "flore totale™. L unité
est ’UFC (Unité Formant colonie) car une colonie observable sur la gélose peut venir d’un

micro-organisme isolé, ou bien d’une spore ou d’une micro-colonie.
B. Méthode des dilutions successives

Nous prenons un (01) ml de I’échantillon avec une pipette graduée, et transverse le dans
un tube contenant 9 ml d’eau distillé stérile. Nous venons de réaliser une dilution au 10*. Nous
renouvelons I’opération en changeant de pipette et en versant de nouveau 1 ml dans un nouveau
tube d’eau distillé stérile, et ainsi de suite jusqu’a ce que la concentration en bactérie devienne
relativement faible. Nous considérons que les colonies sont dénombrables si leur nombre est
compris entre 30 et 300. Au dessus de 300, elles sont indénombrables, en dessous de 30 nous
considérons qu’elles sont trop rares pour étre dénombrées. Pour savoir quand arréter les
dilutions, référons nous aux normes des produits. Les dilutions doivent étre faites en milieu

aseptique. Nous devons bien homogeénéiser les tubes entre chaque dilution.

C. Ensemencement dans la masse de la gélose PCA
La gélose PCA (Plate Count Agar) est une gélose standard pour le dénombrement. Afin de
préparer un litre de ce milieu de culture, nous mélangeons 6g de peptone, 3g de I’extrait de

levure, 159 de gélose et 1g de glucose dans un lire d’eau distillée. Le pH est maintenu a 7,2.

Nous prenons une nouvelle pipette et a partir de la derniere dilution, nous prélevons 1 ml de
la dilution que nous répartirons en goutte au fond de la boite correspondante, et nous
renouvelons I’opération pour la seconde boite. Sans changer de pipette nous remontons a la

dilution supérieure, et nous recommengons et ce ainsi de suite jusqu’a la premiere dilution.
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Nous recouvrons les gouttes d’une couche de la gélose PCA (15 ml) en surfusion mais
Iégérement refroidie (& une température pour laquelle permettant la survie des micro-organismes
et pour laguelle la gélose ne prend pas en masse environ 45°C). Nous homogénéisons en gardant

la boite de Pétri fermée grace a des mouvements circulaires.

Quand la gelose a refroidi, nous coulons une seconde couche mince de la gélose PCA (5 ml)
ce qui aura pour effet d’immobiliser les bactéries, et donc de former des colonies bien définies.

Nous laissons refroidir les boites jusqu’a la solidification compléte.

Nous commengons par annoter nos boites de pétri, elles doivent contenir sur la tranche :
e Ladate d’incubation
e Ladilution qui va étre utilisée
e Latempérature d’incubation

e Ladurée d’incubation

Nous avons préparé deux boites par chaque dilution et les incubées a 30°C pendant 72 h dans
une étuve (MODEL MEMMERT).

D. Calcul du nombre de FAMT
Pour calculer le nombre de FAMT, la formule mathématique suivante peut étre utilisée:

B Ycolonies
~ Vml * (n1 + 0,1n2) *d1

N

N : Le nombre d’UFC par gramme ou par ml de produit initial

X colonies : La somme des colonies des boites interprétables
Vml : Le volume de la solution déposée (1ml) a chaque boite

nl : Le nombre de boites considéré a la premiere dilution retenue
n2 : Le nombre de boite considéré a la seconde dilution retenue

d1 : Le facteur de la premiére dilution retenue

111.9.2. Caractérisation physicochimique

Les parametres physico-chimiques mesurés in situ aprés I’échantillonnage de I’eau de
mer sont: la température (T) en °C ; la conductivité électriqgue (CE) en mS/cm, le potentiel

hydrogéne (pH) ; I’oxygéne dissous (O2dis) en mg/L. Les autres parametres physico-chimiques
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sont analysés au niveau du laboratoire d’analyse environnementale du centre de recherche en

biotechnologie (CRBt, Constantine), a savoir:

Les matieres en suspension (MES) en mg/L déterminées par la méthode de filtration sous
vide sur des membranes en nitrate de cellulose comme décrit par Rodier (2009).

Les nitrites (NOy) et les ortho-phosphates (PO4%) en mg/L dans les eaux de mer sont
analysés selon la méthode spectrométrique d’absorption moléculaire décrite par la norme
(AFNOR NFT 90-013),

L’azote Kjeldahl (NK) en mg/L par la méthode de la digestion de I’échantillon dans un
bloc digestor selon la norme (ASTM 3590).

L>ammonium (NH4") en mg/L par la méthode spectrophotométrie UV-visible décrite par
la norme (ASTM D 1426-93).

La demande chimique d’oxygéne (DCO) en mg/L par la méthode spectrophotométrie
UV-visible décrite par la norme (AFNOR T90-101).

La demande biochimique en oxygéne (DBOs), en mg/L selon la méthode manométrique
basée sur le principe du respirometre de WARBURG.

Le carbone organique total (COT) en mg/L par passage a I’appareil sur la méthode
« BRANCO »

Les hydrocarbures totaux (HT) en ppm ont été déterminés a I’aide de la méthode
gravimeétrique décrite par Fusey et al (1973, 1976,1981).

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPS) sont analysés par chromatographie
en phase gazeuse couplée a un spectrometre de masse (GC-MS) fonctionnant dans le

mode d’acquisition d’ions sélectifs « SIM ».

111.9.2.1. Le potentiel d’hydrogene (pH)

Le pH (potentiel d’hydrogéne) est un nombre qui permet de connaitre le caractere (acide,

neutre, basique) d’un milieu aqueux a 25 °C, dont le plus important est habituellement la

concentration en an hydride de carbone liée a la minéralisation totale. 1l est déterminé par la

concentration en atome d’hydrogene (ion H*), il est mesuré dans notre cas avec un pH-meétre de

type HANNA Hi 8314. Aprés ringage a I’eau distillée, 1’électrode est plongée dans 1’échantillon

a analyser, la valeur du pH est affichée directement sur ’écran du pH-metre (AFNOR, 1994).

Les organismes sont trés sensibles aux variations de pH, l'influence du pH se fait

ressentir par le role qu’il exerce sur les autres éléments comme les ions des métaux dont il peut

diminuer ou augmenter leur mobilité en solution et donc leurs toxicités.
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111.9.2.2. L’oxygéne dissous (O dis)

La teneur en oxygene dissous (O:dis), est définie comme étant la quantité d’oxygene
présente en solution dans I’eau, et est disponible pour la respiration végétale et animale. Comme
tous les gaz, I’oxygéne atmosphérique et celui résultant de la respiration des organismes et des
microorganismes aquatiques, ainsi qu’une partie de I’oxygéne produit par les organismes
phototrophes, se dissout dans I’eau.

La concentration en oxygeéne dissous est un paramétre essentiel dans le maintien de la vie,
et donc dans les phénomeénes de dégradation de la matiére organique et de la photosynthése.

Une eau trés aérée est généralement sursaturée en oxygene dissous, alors qu’une eau
chargée en matieres organiques dégradables par des microorganismes et sous saturée. En effet,
la forte présence de matiere organique, dans un plan d’eau, permet aux microorganismes de se
développer tout en consommant de 1’oxygéne dissous.

L’oxygene dissous est mesuré a I’aide d’un oxymetre portable de type YK-22DO,

I’appareil a été d’abord étalonné par I’ingénieur du laboratoire, puis a servi pour les mesures des
teneurs en Odis au cours de tout le processus des traitements biologiques anaérobie et aérobie.

Le résultat affiche sur I’écran est en fonction de la température. 1l est exprimé en mg/L.

111.9.2.3. La conductivité électrique (CE)

La conductivité électrique (CE) est I’expression numérique de la capacité d’une solution
a transporter un courant électrique, cette capacité dépend de la présence d’ions et de sa
concentration totale, de sa mobilité, sa valence et sa concentration relative. Elle fournit une

indication sur la teneur en sel dissous.

111.9.2.4. Les Matieres en Suspension (MES)

Les matiéres en suspension (MES) constituent I’ensemble des particules minérales et/ou
organiques présentes dans un milieu aquatique naturel ou pollué qui ne se solubilisent pas dans
I’eau. Elles peuvent étre composées de particules de sable, des argiles, des limons, de terre et de
sédiments arrachés par I’érosion, de divers débris apportés par les eaux usées, d’étres vivants
planctoniques. Elles correspondent a la concentration en éléments non dissous d’un échantillon.
La concentration élevée des matiéres en suspension (MES) dans I’eau favorise la réduction de la
luminosité et diminue la production biologique en raison, en particulier, d’une chute de

I’oxygéne dissout consécutive a une réduction du phénomeéne de photosynthese.
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Les MES comme étant les résidus retenus sur une membrane filtrante de 1,5 pm de

porosité nominale aprés séchage dans une étuve a 105°C pendant 1h 30 min.

111.9.2.5. La demande biochimique en oxygéne (DBOs)

Parmi les principaux paramétres de qualité habituellement étudiés pour évaluer de fagon
indirecte la charge organique globale contenue dans une eau usée, il y a la demande biochimique
en oxygene (DBOs) qu’est une expression pour indiquer la quantité d’oxygene utilisée pour la
dégradation des matiéres organiques décomposables par des processus biologiques pendant cing
(5) jours. La mesure de la DBOs a été réalisée selon la méthode manométrique basée sur le
principe du respirometre de WARBURG au cours duquel la respiration de la biomasse est
directement mesurée par un appareil. Le principe de la méthode respirométrique se résume
comme suit: Le CO; issu de 'oxydation totale de la matiére organique est adsorbé par des
pastilles de NaOH ce qui crée une dépression dans le flacon. Un manometre détecte cette
dépression et la conversion en DBO est alors possible sachant le volume de 1’échantillon, la
dilution et un facteur fournis par le constructeur, qui dépend du volume total utilisé dans le
flacon. Un volume d’échantillon est placé dans des flacons en verre brun a bouchon rode, puis
mis a incubation pendant cing (05) jours a 20°C. A la fin de la réduction biochimique, apres les 5
jours, nous pouvons lire la valeur de la DBOs sur I’écran de I’OxiTop. La valeur de la DBOs
(exprimé en mg O2/L) permet d’évaluer la charge polluante dans 1’eau usée et sa biodégradabilité
(Rodier et al., 1996).

111.9.2.6. La demande chimique en oxygene (DCO)

La demande chimique en oxygéne s’exprime en mg d’O-/L et correspond effectivement a
la quantité d’oxygéne nécessaire pour oxyder, par voie chimique, dans des conditions opératoires
définies, les matiéres organiques présentes dans un échantillon donné. La DCO est déterminée
selon la méthode de Knechtel (1978). L’échantillon d’eau usée est oxydé par une solution
sulfurique chaude de dichromate de potassium avec le sulfate d’argent comme catalyseur. Les
chlorures sont masqués par le sulfate de mercure. L’oxydation se fait dans un réacteur (HACH) a
une température de 150°C et en présence d’un exces de bichromate de potassium en milieu
acide. 2,5 ml d’échantillon dilué sont mélanges avec 1,5 ml de la solution de bichromate de
potassium et 3,5 ml de H.SO4 (18M) contenant 10 g/Ld’ AgSOa. Aprés deux heures d’incubation,
la densité optique (la concentration des ions Cr*) est mesurée par un spectrophotométre UV-

visible @ 600 nm. La DCO est determinée grace a une courbe d’étalonnage propre & chaque
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préparation de bichromate. La courbe d’étalonnage est réalisée avec 1’hydrogénophtalate de
potassium (CgHsKOa), dans les mémes conditions d’analyse, a différentes concentrations (0 g/L
a0,8 g/L).

111.9.2.7. La détermination des ions de phosphates (PO4%)

Le phosphore est présent dans 1’eau sous plusieurs formes : phosphates, poly-phosphates,
phosphore organique etc. L’ion ortho-phosphate est la forme la plus abondante dans I’eau et
provient en majeure partie des déjections animales et des produits de lessive. Il joue un role
important dans la respiration des cellules vivantes, dans le stockage et le transfert de I’énergie. A
des concentrations élevées dans 1’eau, il provoque I’eutrophisation. La protection des milieux
aquatiques induit 1’abattement du phosphore. Par contre, la réutilisation des eaux a des fins
agricoles ne nécessite pas une réduction des teneurs en azote et en phosphore.

L’ion phosphate PO4> est un anion poly-atomique. Il se présente sous la forme d’un
tétraedre dont les sommets sont formes par les quatre atomes d’oxygene encadrant un atome de
phosphore. Cet ion, qui comporte trois charges négatives, est la base conjuguée de I’ion
hydrogénophosphate (HPO42) (ou phosphate inorganique) qui est lui-méme la base conjuguée de
I’ion di-hydrogénophosphate (H:POs*) qui est lui-méme la base conjuguée de I’acide
phosphorique (HsPO.). La concentration des ions phosphates (POs*) ont été déterminées a I’aide

d’un spectrophotométre a UV-visible a une longueur d’onde A = 400 nm.

111.9.2.8. La détermination des ions ammonium (NH4*)

L’ammonium est un nutriment pour les plantes, mais peut également avoir des effets
toxiques, en particulier sur les poissons, lorsque sa concentration est supérieure a 0,2 mg/L. La
toxicité de I’ammoniac est dépendante du pH et de la température et ajoute I’effet tampon qui
masque toute toxicité supplémentaire au-dessus du pH égale a 8. Pour éviter des dommages
écologiques, nous devons considérer la fluctuation du pH causée par la photosynthése qui est
difficile dans le cas de I’lammoniac sous la forme d’un large éventail de paramétres tels que la

concentration, le pH et la température.

L’eau de surface avec une concentration en NH4" supérieure a 1,5 mg/L appartient a la
qualité de 5°™ classe. Dans toutes les déterminations, en particulier sur la riviére, un niveau
élevé d’ammonium peut étre observe, probablement en raison de la matiére organique dissoute
dans I’eau. La conséquence de fortes concentrations d’ammonium peut étre due généralement a

une augmentation de la quantité d’algues (Florescu et al., 2011).
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La détermination de la concentration des ions ammonium NH4" a été réalisée a I’aide

d’un spectrophotometre a UV-visible a une longueur d’onde A = 425 nm.

111.9.2.9. La détermination de I’azote KJELDAHL (NK)

L’azote KIELDAHL correspond a celui qui se trouve sous la forme de composés azotés
organiques et d’ammonium. Il ne comprend donc pas des composés oxydés de I’azote tels les
nitrates et les nitrites, ni certaines autres formes, les oximes, I’hydrazine, les hétérocycles.

L’expression « azote KJELDAHL » trouve son origine dans le nom de celui qui a mis au
point la méthode universelle utilisée pour doser les fractions azotées concernées.

e L’azote minéral est constitué par I’ammoniaque, les nitrites, les nitrates.

e L’azote organique est essentiellement formeé par des protéines, des polypeptides, de

I’urée, des acides aminés.

e L’azote ammoniacal représente I’azote sous la forme NH4*

L’azote organique est minéralisé sous forme de sulfate d’ammonium par I’action conjuguée
de I’acide sulfurique et de catalyseurs de minéralisation (mélange de Sélenium, Merck). Le

schéma de la réaction est le suivant :
2NH3+ H,SO,4 + catalyseurs —— (NH4)2SO4

Cette méthode consiste a la digestion de 1’échantillon dans un bloc digestor en présence de
H2S04, K2SO4 et CuSOa4. Durant la digestion I’azote organique est converti en ion ammonium,
aprés digestion, le résidu est refroidi puis dissout dans de I’eau et transféré dans le tube de
I’appareil automatique KIELDAHL. L’ammonium et 1’azote contenu est déterminé par le point
final du pH.

111.9.2.10. La détermination du carbone organique total (COT)

La matiere organique joue un réle essentiel dans les environnements aquatiques trouvée
par la mesure du carbone organique total (COT). Elle affecte le processus biogéochimique, le
cycle des nutriments, la disponibilité biologique, le transport chimique et les interactions. A
également des implications directes dans la planification du traitement des eaux usées et le
traitement de I’eau potable. Le COT est la quantité de carbone lié dans un composé organique et
est utilisé comme indicateur non spécifique de la propreté ou de la qualité de I’eau. Ca a été
reconnu comme un parametre analytique pour mesurer la qualité de I’eau au cours du processus

d’épuration. Son origine dans I’eau provient de la décomposition de la matiére organique
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naturelle (acide humique, acide fulvique, amines et urée) et de sources synthétiques (détergents,
pesticides, engrais, herbicides, produits chimiques industriels et composés organiques chlorés).

En utilisant les mesures de COT, le nombre de composés contenant du carbone peut étre
ainsi déterminé. La quantité importante en carbone dans I’eau (contenu organique) correspond a
une consommation excessive de I’oxygéne.

Une teneur élevée en matiéres organiques signifie une augmentation de la croissance des
micro-organismes qui contribuent a I’épuisement des réserves d’oxygéne. Les effluents de
déchets industriels peuvent contenir des composés contenant du carbone avec différents niveaux
de toxicité. Ces situations peuvent créer des conditions défavorables a la vie aquatique, telles que

I’épuisement de I’oxygéne et la présence de substances toxiques (Florescu et al., 2011).

Pour déterminer le COT, nous prenons 100 ml d’échantillon et nous ajoutons 40 ml de la
solution de digestion bien melangé dans un tube de digestion avec ’ajout de 4 a 5 pierres
bouillantes (boiling stones). Nous placons le tube dans le digestor, régler la température a 200°C
pendant 1 h, augmenter la température a 380°C et chauffer pendant 1h 30 min. L’échantillon est
laisse refroidir a tempeérature ambiante et ajouter 30 ml d’eau distillée chaude pour arréter la

solidification de 1’échantillon et bien mixer. Passer a 1’appareil sur la méthode « BRANCO »

e La biodégradabilité
La biodégradabilité traduit I’aptitude d’un effluent a étre décomposé ou oxydé par les
micro-organismes qui interviennent dans le processus d’épuration biologique des eaux usées. La
biodégradabilité est exprimée par un coefficient K, tel que, K=DCO /DBO:s :
e Sik<1,5: celasignifie que les matiéres oxydables sont constituées en grande partie de
matiéres fortement biodégradable ;
e Si 15 < K < 25 : cela signifie que les matieres oxydables sont moyennement
biodégradables.
e Si2,5<K<3:les matieres oxydables sont peu biodégradables.

e SiK>3: les matieres oxydables sont non biodégradables.

Un coefficient K trés élevé traduit la présence dans I’eau d’éléments inhibiteur de la
croissance bactérienne, tels que, les sels meétalliques, les détergents, les phénols, les
hydrocarbures ... etc.

La valeur du coefficient K détermine le choix de la filiere de traitement a adopter, si
I’effluent est biodégradable on applique un traitement biologique, si non on applique un

traitement physico-chimique.
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La valeur du rapport DCO/DBO qui indique le coefficient de biodégradabilité d’un effluent,
il permet aussi de définir son origine (Suschka & Ferreira, 1986). Généralement la valeur de la
DCO est :

e DCO =1,54a2 fois DBO Pour les eaux usées urbaines ;

e DCO =1 410 fois DBO Pour tout I’ensemble des eaux résiduaires ;

e DCO > 2,5 fois DBO Pour les eaux usées industrielles.

La relation empirique de la matiére organique (MO) en fonction de la DBOs et la DCO est

donnée par I’équation suivante :

MO = (2 DBOs + DCO)/3

111.9.2.11. La détermination des hydrocarbures totaux (HT)

Les hydrocarbures totaux (HT) sont des composés organiques provenant de la
distillation du pétrole. Il est important de connaitre leur concentration pour déterminer le degré
de pollution de I’eau de mer. Les HT (pour I’eau et les sédiments) ont été déterminés a I’aide de
la méthode gravimétrique, méthode décrite par Fusey et al. (1973, 1976,1981).

Cette methode peut étre simplement réalisée en évaporant le solvant d’extraction et la
pesée du résidu. L’ abiotique (processus d’évaporation) de la perte a été précédemment estimée
dans les flacons stériles marqués. Le principe de la méthode comporte les points suivants :

1. Un volume de (100 ml) de I’échantillon a analyser a été versé dans une ampoule a
décanter.

2. Quelques gouttes de méthyle orange et 0,2 ml de HCI a 50 % ont été ajoutés afin
d’acidifier I’échantillon.

3. Du chloroforme (meilleur solvant pour I’extraction des phases organiques) a été ajouté
pour un volume égal a la moitié du volume de I’échantillon.

4. Le meélange a été bien agité en ouvrant le bouchant de I’ampoule a décanter de temps en
temps pour laisser s’échapper le gaz puis il a été décanté pendant quelques minutes.

5. Enfin, la phase supérieure a été filtrée sur Na2SO4 pour éliminer toute trace d’humidité.

6. Le solvant contenant la phase organique a été récupéré dans un bécher préalablement
pesé et placé dans une étuve jusqu’a évaporation totale. L échantillon final a été pesé et

la quantité obtenue de résidu a été calculée a I’aide de la formule ci-dessous :

Qotal (ppm) = Wi -Wi/Vs
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Avec :
X QTotal : est la quantité d’hydrocarbures totale,
<> W: : la pesée finale de I’échantillon,
o Wi : la pesée initiale de I’échantillon
< Vs : le volume de I’échantillon.

111.9.2.12. La détermination des hydrocarbures aromatiques polycycliques
(HAPs)

La détermination de la concentration des HAPs s’effectue principalement en trois
étapes. La premiére étape consiste a extraire les HAPs a I’aide d’un solvant organique qui est le
dichlorométhane ou de I’hexane aprés 1’ajout d’étalons de recouvrement « surrogates ». Dans la
deuxiéme étape, il y a transport de solvant du dichlorométhane a I’hexane si les HAPsS sont
purifiés sur colonne de gel de silice. A la fin, dans la troisiéme étape, ’extrait est concentré puis
analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a un spectrométre de masse (GC-MS)
fonctionnant dans le mode d’acquisition d’ions sélectifs (« SIM »). La concentration des HAPS
est déduite lorsque nous comparons les dimensions des surfaces chromatographiques obtenues a
un temps de rétention donné entre 1’échantillon a analyser et celles de chacun des étalons de
HAPs, tout en tenant compte des surfaces obtenues pour les étalons volumétriques (standards
internes). Le résultat obtenu est rapporté corrigé en fonction de la récupération de I’étalon de

recouvrement associé a un groupe de HAPs (QUEBEC, 2016).

111.10. CONCEPTION DU PHOTOBIOREACTEUR DE TRAITEMENT DES EAUX USEES
(PBRT)

Le principe de fonctionnement du systeme de dépollution des eaux usées synthétiques
gue nous avons monté au laboratoire est le suivant: au sein d’une enceinte confinée, le
photobioréacteur, les diatomées (Nitzschia sp.) photosynthétiques sont cultivées, dans des
conditions de lumiére, de COz, de température et de pH controlées. L’apport en nutriments

nécessaires a leur croissance est assuré par I’eau usée (Figure 111.20).
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Figure I11. 19: Photobioréacteur (PBRT) pour le traitement biologique des eaux usées

111.10.1. Description du procede biologique dans les trois bassins

e Bassin de stockage de l’eau usée (1) : ce bassin sert a alimenter en continu
(quotidiennement) notre micro-station d’épuration en eau usée synthétique;

e Bassin de culture de diatomées (1) : ce bassin contient des diatomeées cultivées qui
alimentent le bassin (2) et renforcent le traitement biologique par les especes de
diatomées (Nitzschia sp);

e Bassin biologique (2) : c’est au sein de ce bassin que se déroule la biodégradation de
I’eau usée par Nitzschia sp. Ce bassin est alimenté a partir des deux bassins (1) et (1°) a
raison d’additionner 400 ml d’eau usée + 200 ml de culture de Nitzschia sp chaque jour ;

e Bassin de décantation : ce bassin joue le role de clarificateur. Il recoit chaque jour 250
ml d’eau traitée provenant du bassin (2). La séparation de la phase liquide (eau épurée) et
la phase boue décantée a duré environ 24 heures de temps entre le 23°™ et le 24°™ jour &
la fin de ’expérience de dépollution. Pour faire ensuite la caractérisation physique et
chimique de cette eau épurée.
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111.10.2. Parameétres suivis au cours de la culture des microalgues

Chaque jour, dans chaque bioréacteur, les paramétres physiques et chimiques suivants ont
été mesurés : lI'oxygene dissous (O dis), le pH, la température (T) et la conductivité électrique de
I'eau (CE). Une solution tampon (acide méthanoique : CH20>) a été ajoutée en cas de nécessité
pour maintenir un pH constant a environ 7,7+0,24 pour la croissance de nos microalgues.

Les paramétres chimiques tels que le phosphore (PO4>), 'ammonium (NH4"), et le nitrate
(NOs) ont été déterminés avec un photometre de laboratoire AL400. La demande chimique en
oxygene (DCO), exprimée en milligrammes d'oxygéne utilisé par litre d'eau usée stérile, est
souvent utilisée comme substitut du degré de pollution organique et inorganique de l'eau. En
d'autres termes, la diminution de ce parametre permet de mesurer l'efficacité du traitement des
eaux useées.

La DCO et la DBOs ont été mesurée uniquement en début et a la fin de 1’expérience en
raison des volumes importants (1L) requis pour la surveillance de ce paramétre et qui dépassent
la capacité des photobioréacteurs utilisés.

La température a été légerement influencée pendant le processus de traitement et a été maintenue
stable a 18+0,24°C. Ces valeurs ont été recommandées pour favoriser une croissance optimale
des cellules de microalgues. Trois lots d'essai ont été réalisés pour déterminer la croissance

optimale de la biomasse de microalgues dans des conditions similaires de pH et de température.
111.10.3. Determination du taux de croissance de la biomasse

Les cellules de microalgues ont €té prélevées par soutirage a ’aide d’une seringue stérile
de 5 ml, puis centrifugées a 2500 tr/min pendant 5 minutes afin d’éviter I’endommagement des
parois des cellules.

Le suivi de la croissance en biomasse a été déterminé tout d’abord par la méthode de
numeration cellulaire (NC) afin de s’assurer de la viabilité de nos microalgues cultivées, puis par
la méthode de densité optique (DO).

Pour chaque bioréacteur et a chaque moment d'échantillonnage, le taux de croissance de

nos microalgues (Y, exprimé en divisions par jour), et le temps de génération (temps de
In(2 . :
doublement) (0= %) a été calculé suivant la formule de Guillard (1973).

Le taux de croissance a été calculé a partir de la pente de la courbe de la phase exponentielle :
In(N;) —In(N,)
" t; -t
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Avec: N: et N2 sont respectivement les nombres de cellules aux temps t1 et to.

Les coefficients de régression ont été analysés en utilisant des régressions linéaires des
contenus cellulaires transformés en log10 par rapport au temps en jours, afin d'augmenter la
précision des résultats. Tous les calculs sur les données de concentration cellulaire ont été
effectués en utilisant (Excel). Les tests statistiques ont été utilisés pour tester la signification du
coefficient de régression (R?) au niveau 0,001. Ces taux sont calculés a partir des valeurs

moyennes de trois essais.

111.10.4. Présentation des espéces sélectionnees et isolées

111.10.4.1. Présentation structurale de Chlorella vulgaris

Le genre Chlorella est I’un des microalgues eucaryotes phototrophes des mieux étudiés.
La diversité évolutive de Chlorella avait fait 1’objet de plusieurs discussions approfondies au
cours de ces derniéres décennies (Alabi-Ali et al., 2019; EI-Naggar et al., 2020; Zerhouni et
al., 2021). Ce genre de microalgues est cosmopolite, des espéces de Chlorelles peuvent croitre
aussi bien en eau douce qu’en eau salée (Heeg & Wolf, 2015). Chlorella vulgaris appartient a la
lignée des Chlorophytes. Elle a été découverte par un chercheur hollandais Beijerinck en 1890.
C’est une microalgue verte unicellulaire eucaryote d’eau douce. Elle est de forme ronde ou
ellipsoide, d’un diamétre moyen de 5 um. Elle posséde un chloroplaste pariétal contenant de la
chlorophylle a et b ainsi que des caroténoides comme pigments accessoires, des pyrénoides, des
thylakoides, des grains d’amidons et du matériel génétique. L’amidon est la réserve majeure de
glucides de la cellule. D’autres organites sont également presents dans la cellule : un noyau, des
mitochondries, de petites vacuoles, des gouttelettes lipidiques, des ribosomes (Hoek et al.,
1995). La membrane cellulaire externe est composée de trois membranes contenant de la
glucosamine (Allard & Templier, 2000; Takeda, 1993).

La Chlorelle a d’abord été cultivée commercialement au Japon et aussi en Chine dans les
années 1960, avant la Spiruline, mais les limites de la technologie a cette épogque n’ont pas
conduit a une fabrication en Chine. Au cours de la derniere décennie, la Chine est également
devenue le principal producteur mondial de la Chlorelle, dépassant la production traditionnelle
au Japon. La production de la Chlorelle est globalement considérablement plus petite en volume
que celle de la Spiruline, probablement un quart, mais le prix par tonne est nettement plus élevé.
De nombreuses entreprises de production de la Spiruline produisent la Chlorelle aux c6tés de la

Spiruline, généralement en plus petite partie du plus grand processus de production de la
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Spiruline. La Chlorelle a un processus de production techniquement plus difficile et colteux, par
rapport a la Spiruline, en raison d’un plus grand potentiel de contamination et du besoin de
centrifugeuses pour récolter ces cellules microscopiques. Cela contraste avec la récolte plus
facile de la spiruline filamenteuse et moins de problémes de contamination dus au milieu de
croissance a haute teneur en bicarbonate. Il y a peu d’informations sur la production de la
Chlorelle en Chine, la centrifugation est utilisée pour récolter la biomasse algale, et le CO> est
utilisé pour fournir le carbone. La Chlorelle est séchée par pulvérisation et vendue de maniére

similaire & la Spiruline, en tant que complément nutritionnel humain (Chen et al., 2016).

111.10.4.2. Présentation structurale de Aphanocapsa zanardinii

Aphanocapsa zanardinii appartient aux cyanobactéries, souvent appelée algues bleues-
vertes, sont des algues procaryotes, ont des cellules sphériques, dispersées dans un mucilage
informe, formant des colonies allant de 1 & 2 um de diamétre; jusqu’a 30 pum de diametre. En
tant que tels, ils n’ont pas les plastides trouvés dans les groupes d’algues eucaryotes et peuvent
étre facilement identifiés par la distribution de pigments photosynthétiques dans leurs cellules
microalgales. Les cyanobactéries sont souvent de couleur bleue-verte, mais peuvent aussi étre
olive-terne ou noires. Environ 2 000 especes de cyanobactéries sont actuellement reconnues
(Graham & Wilcox, 2000). Les cyanobactéries présentent une croissance unicellulaire,
coloniale et filamenteuse. Certaines cyanobactéries sont mobiles, présentant une forme de
motilité glissante a travers les surfaces. D’autres peuvent réguler leur flottabilité pour se déplacer
verticalement dans la colonne d’eau. De nombreuses cyanobactéries peuvent fixer I’azote et
peuvent donc dominer les basses zones humides azotées. Malgré ses aptitudes a se développer
dans des milieux extrémes, les Cyanophycées possedent des températures de croissance

optimales aux alentours de 30 a 35°C.

111.10.4.3. Présentation structurale de Nizschia sp.

Nitzschia Hassal, 1845 (Classe de Diatomophycea ou Bacillariophyceae; Ordre:
Pennales; Famille: Nitzschiaceae). Les cellules sont habituellement libres, mais parfois réunies
en colonie a muqueuses ou filamenteuses. L'algue étudiée serait Nitzschia closterium (Ehrenberg.
W Smith). D'apres la classification de Grunovv 1880, cette espece entre dans la section
Nitzschiella (Rabenhorst). Les valves de cette diatomée sont habituellement longues et étroites
aux extrémités. Ces derniéres sont fines, allongées, l1égerement courbées soit du méme c6té, soit

des cotés opposes, donnant ainsi a la valve un aspect légérement sigmoide. La caréne est centrale
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a marginale, quant & la surface valvaire, elle porte de trés fines ponctuations disposées en stries
transapicales (Ben Said, 1994). Ce sont des organismes unicellulaires eucaryotes de la famille
des bacillariaceae. Il s’agit d’organismes phytoplanctoniques pélagiques, c’est-a-dire tirant leur
énergie de la photosynthése (comme les plantes terrestres) et vivant dans la colonne d’eau. Elles
sont présentes dans I’ensemble des mers du globe et peuvent représenter une fraction importante
des communautés phytoplanctoniques. Les diatomées (Nitzschia sp.) emmagasinent leurs
réserves sous forme de ‘Chrysolaminaran’ (un polymere hydrosoluble du glucose « glucane 1,3
ramifi¢ en 1,6 » utilisé comme substance de réserve vacuolaire par certaines algues), un
polysaccharide, ainsi que d’huiles. Elles sont d’ailleurs reconnues pour leur contenu en acides
gras et pendant plusieurs années, les scientifiques croyaient que les lipides représentaient le seul
composé de réserve. Les composants majeurs de ces lipides sont les triglycérides.

111.11. BIOREMEDIATION DES EAUX USEES PAR LES MICROALGUES

111.11.1. Bioremédiation des eaux contaminées par du cadmium en utilisant des
microalgues

111.11.1.1. Présentation du métal lourd étudié : Cadmium (Cd)

Elément naturel de numéro atomique Z = 48, abrégé en Cd, présent dans certains
minerais sous forme d’impuretés. C’est un métal argenté qui ternit a I’air. 1l est soluble dans les
milieux acides, mais pas en milieu alcalin. C’est le 65°™ élément naturel le plus abondant de la
crolte terrestre. On le trouve dans les piles, soudures, accumulateurs, pigments de peinture,
produits pour la photogravure, les engrais et les pesticides (Tou-dallil, 2013)

Dans I’environnement, il n’est presque jamais trouvé a I’état métalliqgue, mais dans son
état d’oxydation uniquement. Les principaux composés du cadmium sont I’oxyde de cadmium,
le chlorure de cadmium et le sulfure de cadmium (Bisson et al., 2011).

Le cadmium est utilisé pour ses caractéristiques physico-chimiques dans une multitude
d’industries, principalement pour la fabrication des batteries, des piles, des pigments, des agents
de polymérisation ou de stabilisation des matieres plastiques et dans les traitements des surfaces
de métaux (Sahnoun, 2010).

Le cadmium a I’état métallique n’est pas soluble; ses sels le sont plus ou moins, en
fonction du pH. En milieu aquatique, le cadmium est relativement mobile et peut étre transporté
sous forme de cations hydratés ou de complexes organiques ou inorganiques (Bisson et al.,

2011). La concentration du cadmium dans I’eau douce non polluée est généralement inférieure a
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0,001 mg/L et celle de I’eau de mer d’environ 0,00015 mg/L. Les eaux superficielles contenant
plus de quelques microgrammes de cadmium par litre sont probablement polluées par les rejets
des usines métallurgiques, des ateliers d’électroplasties, des fabriques de pigments cadmiés, de
textiles, de plastiques stabilisés au cadmium, ou par les boues d’épuration (Tou-dallil, 2013).

La concentration admissible du cadmium dans I’eau potable est inférieure a 0,005 mg/L
en fonction des criteres d’ordre sanitaire (Yan Hui et al., 2003). L’apport hebdomadaire
maximal admissible de cadmium pour I’adulte se situe entre 0,4 et 0,5 mg. La consommation
quotidienne d’eau a la concentration maximale acceptable de cadmium fournirait environ 12%
de I’apport maximal admissible (Frangi & Richard, 1997).

Le cadmium a I’état métallique sous forme fragmenté (poussieres) peut pénétrer dans
I’organisme vivant par les voies respiratoires déja au niveau de la cavité nasale, mais surtout
dans le tractus pulmonaire (bronches et alvéoles), qui peut ainsi transformer vers le sang, se
distribuer dans I’organisme et provoquer des effets néfastes et toxiques au niveau de différentes
cibles (poumons, reins, o0s, prostate, pancréas, thyroide, vésicule biliaire...). Une exposition a
long terme ou tres intense peut provoquer une inflammation massive du parenchyme pulmonaire
entrainant une pneumonie chimique sévere, « la pneumopathie cadmique » dont le taux de déces
s’éleve a 20%. La symptomatologie peut n’apparaitre qu’aprés une phase de latence trompeuse.
De ce fait le cadmium métallique et ses composes divalents sont classés cancérogénes chez
I’homme par le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) (Frangi & Richard,
1997).

111.11.1.2. Description du montage expérimental pour I’élimination du cadmium

Les microalgues isolées (Aphanocapsa zanardinii et Chlorella vulgaris) qui ont été
cultivées dans un milieu de culture spécifique (BBM), ont été par la suite mises en culture dans
diverses concentrations en cadmium. Le milieu de culture liquide Bold a été amendé avec trois
concentrations croissantes du cadmium, a savoir 50 mg/L (Traitement 1), 100 mg/L (Traitement
2) et 250 mg/L (Traitement 3), tandis que le milieu Bold seul a servi de témoin. Des cultures
meéres en milieu liquide des ces deux especes isolées (Aphanocapsa zanardinii et Chlorella
vulgaris) ont été préalablement lancées pour servir comme inoculum dans ces expériences. Les
expériences sont réalisées dans des flacons de 250 ml contenant des échantillons a tester de 150
ml (culture + milieu), chaque flacon est inoculé par un volume de 1 ml contenant la culture d’une
espéce de microalgues. Les flacons sont fixés a un agitateur orbital tournant a 150 tr/min. La
température de la chambre a été maintenue a 25 + 2°C. L’éclairage était fourni par des lampes
fluorescentes blanches froides continues a 4000 lux avec une photopériode de 16h lumiére/8h
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obscurité. Les expériences étaient menées pendant 30 jours, et tous les tests ont été effectués en
triple.

NB : tout le matériel et la verrerie utilisés dans notre étude ont été lavés, rincés avec I’eau
distillée et stérilisés par autoclavage (Modelé SYSTEC VB-120) a 120 °C pendant 120 min. Le
pH du milieu de culture des espéces de microalgues a été ajusté a 6,5 en utilisant une
solution de I’acide chlorhydrique (HCI) ou de I’hydroxyde de sodium (NaOH).

Figure I11. 20: Cultures meres en milieu liquide amendé du cadmium des microalgues en

croissance Chlorella vulgaris et Aphanocapsa zanardinii.

Les densités optiques initiales des cultures des microalgues ont été déterminées. Le suivi
de la croissance des microalgues s'effectue chaque 48 h par la mesure de la densité optique par
spectrophotometre UV-visible (Modele HELIOS EPSILON 3SGNO006008) a une longueur

d’onde de 600 nm, par numération cellulaire et par la matiére seche pendent 30 jours.

111.11.1.3. Centrifugation et récupération de la biomasse

Chague 5 jours de culture les flacons sont récupérés et centrifugés. Le contenu de chaque
flacon (milieu de culture + Cd?* et la biomasse algal) est transféré dans des tubes coniques de 50
ml puis centrifugée a 4000 tours pendent 15 min a T = 24 C° pour séparer la biomasse (culot) et

le milieu de culture (surnageant). Le surnageant est analysé pour doser la concentration en Cd?*.
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La centrifugation et la récupération de la biomasse algale sont effectuées au niveau du
laboratoire d’électrophoréses du centre de recherche en biotechnologie (CRBt), Constantine.
Les flacons sont transportés dans une glaciere au laboratoire privé Horizon Analyse du Sol et des
Eaux a Annaba pour faire le dosage du cadmium (Cd?*) selon la méthode spectrophotométrie
méthode a la dithizone. Le pH du milieu lors de 1’analyse du cadmium est égal a 5 afin d’éviter le

dép6t de cadmium dans le milieu.

111.11.1.4. Préparation de I’Eau usée synthétique

Pour la culture des microalgues (Nitzschia sp) dans le photobioréacteur de traitement
biologique des eaux usées (PBRT), nous avons préparé une eau usée synthétique similaire dans
sa composition aux eaux usees industrielles biodégradables.

Ces eaux usées synthétiques utilisées dans cette étude comme source de nutriments ont
été preparé en mélangeant les 3 solutions respectivement:

» Solution 1 : Realisée en ajustant les éléments majeurs (Tab. 11.5) pour que le milieu soit
riche en phosphate, nitrate et sulfate (source de nutriment), avec un apport
supplémentaire égale 10 ml d’une solution de silicate de sodium (NaxSiO3.9H20) a une
concentration de 2 g/L (nécessaire pour le développement des diatomeées Nitszchia sp.), et
5 ml des éléments des métaux traces (Tab. I1.5). Ces ingrédients sont dissous dans un
litre d’eau distillée stérile.

» Solution 2 : Afin de favoriser encore la biodégradabilité de notre eau usée synthétique,
nous préparons une solution de Xylene avec 500 ml d’eau distillée et 6 ml de xylene puis
mettre cette solution a ’étuve a une température égale a 120°C pendant 3 heures, laisser
refroidir pour pouvoir la mélanger avec les autres réactifs. En ajoutant 10 ml de la
solution de xylene puis mettre 15 ml de glyceérol.

» Solution 3 : Nous avons mélangé 100 g d’extrait de sol avec un volume de 1 L d'eau
distilléee. Le mélange est autorisé a laisser reposer 30 minutes puis filtrer une premiere
fois en utilisant une passoire pour enlever les débris et les autres salissures et micro-
organismes. La purification a été effectuée par décantation et filtrations successives,
jusqu'a filtration finale en flacons stériles. A la fin nous prenons un volume égal a 4 ml et
nous le mélangeons avec la solution 1 et la solution 2. Poser le flacon sur un agitateur

magnétique pendant 30 min pour homogénéiser la solution résultante.
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Tableau I11. 5: Composition chimique de I’eau usée synthétique

e Eléments majeures :

Eléments Concentration (g/L)
NaNO3 15
K2HPO4 10
MgS04.7H,0 7
CaCl..2H.,0 0,36
Na.EDTA 1
Na».CO3 2
e Metaux traces :
Eléments Concentrations (g/L)
H3BO3 0,61
MnSQO4.H,0 1,69
ZnS04.7H0 2,87
CuS0.4.5H0 0,025
(NH4)sM00,.4H,0 0,025

Un volume total de 10 L a été préparé puis stérilisee dans des petits flacons en verre
stériles afin d’éviter toute contamination bactérienne ou par d’autres microorganismes et
promouvoir le traitement biologique en utilisant uniqguement nos microalgues isolées.

Les microalgues isolées ont été cultivés dans des photobioréacteurs séparément.

111.11.2. Bioremédiation des eaux contaminées par du pétrole brut en utilisant des

microalgues

Pour la culture des microalgues dans des eaux contaminées par du pétrole brut, nous
avons suivi les mémes étapes que pour la culture de ces microalgues dans les différentes
concentrations en cadmium. Le repiquage est réalisé régulierement chaque 3 jours, d’un volume
initial de 250 ml un volume final de 1.5 litres autour d’un bec bunsen, afin d’éviter la

contamination du milieu de culture et I’échantillon de microalgue et travailler dans des
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conditions de stérilisation. L’intérét de cette culture était de permettre une bonne croissance des

microalgues tolérantes & la pollution.

A. Choix du substrat
Le substrat retenu pour cette étude est le pétrole brut, il est constitué de plusieurs
hydrocarbures qui sont des substances reconnues par leur toxicité et leur persistance dans les
milieux. Il est utilisé dans notre étude comme seule source de carbone et d’énergie pour la

culture des microalgues.

B. Degradation du Pétrole brut

Les cultures sont réalisées dans des fermenteurs miniaturises formant un systéme clos. 11
s’agit de flacons en verre de 250 ml de capacité contenant des concentrations de pétrole brut
croissante de I’ordre de 0,1%, 0,5% et 1 % comme seule source de carbone et d’énergie dans un
volume de 150 ml. Une série de flacons inoculés par ces deux souches de microalgues isolées
(Aphanocapsa zanardinii et Chlorella vulgaris) ont été cultivees en milieu aérobie (en présence
d’oxygene). Les cultures sont incubées dans une étuve microbiologique a une température égale
a 25 * 2°C, sous une agitation continu de 150 tr/min (Liu et al., 2016) et une source de lumiere
d’une intensité de 4000 lux, avec une photopériode de 16h lumiere/8h obscurité. Puis nous
procédons a une série de prelevement périodique durant 30 jours afin de suivre la dégradation du
pétrole brut, par un consortium de souches de microalgues isolées a partir de la station 1 (zone

estuaire la plus contaminée par les rejets de la raffinerie) (Figure 111.21).

Figure I11. 21: Les trois concentrations de Pétrole brut utilisées (0,1%, 0,5% et 1%b).
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C. Témoins et controle
Deux témoins sont réalisés dans les mémes conditions d’expérience par les deux souches de
microalgues Chlorella vulgaris et Aphanocapsa zanardinii en absence du pétrole brut.

Figure I11. 22: Témoins des especes sans pétrole brut

D. Suivi de I’évolution de la biomasse
Ce suivi a été realisé grace a la mesure de la cinétique de la densité optique (DO) par un
spectrophotometre UV-visible a 600 nm pour chaque prélevement et pour chaque souche
séparément. La production de la biomasse permet de nous donner une idée sur la dégradation du
substrat qui est utilisé comme seule source de carbone et d’énergie. Nous déterminons aussi cette

croissance en biomasse par numération cellulaire (NC).
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INTRODUCTION

Dans ce chapitre ’influence de la composition des eaux usées et leur contamination par
les phosphates, les nitrates, le cadmium et le pétrole brut sur la croissance de trois especes de
microalgues (Chlorella vulgaris, Aphanocapsa zanardinii et Nitzschia sp.) a été étudiée. Les
expérimentations menées avaient pour objectifs de vérifier I’efficacité des ces microalgues
isolées a réduire cette pollution a partir d’un échantillon d’eau usée synthétique dont les

caractéristiques €taient similaires a celle d’une eau usée industrielle.

1VV.1. CARACTERISATION DES EAUX DES SITES DE PRELEVEMENT

IV.1.1. Caractérisation bactériologique

Le dénombrement de la flore aérobie mésophile totale (FAMT) a partir des trois sites

d’échantillonnage a été réalis¢ chaque 24h pendant 3 jours (72 heures) (Tableau 1V.1).

Tableau IV. 1: Dénombrement de FAMT

| N eamt (UFC/mI) (1,1620,55).10° (7,640,02).10° (3,1£0,07).10° |

On remarque que la FAMT dénombrée a partir des trois sites d’échantillonnage est trés
proche I’'une de I’autre avec une légere augmentation du nombre de ces bactéries au niveau de la
station St1 (1,16.10* UFC/ml).

Ces nombres de bactéries restent inférieurs & la norme maximale admissible (107 & 108
bactéries/L) pour les eaux de rejet et eaux superficielles, en raison de leur sensibilité aux
conditions de forte salinité de I’eau de mer (zone estuaire de prélévement) et de température de
I’eau relativement basse (Tableau 1V.2) au moment du prélevement pendant trois jours
successifs. En plus des courants marins qui lessivent et diluent les effluents liquides au niveau de

nos trois sites de prélevement.
IV.1.2. Caractérisation physicochimique

La connaissance des parametres physicochimiques des eaux des sites d’échantillonnage
permet de nous donner une appréciation préliminaire de la qualité et le degré de la pollution de
I’écosystéme a partir duquel nos microalgues ont été isolées. Autrement dit, cette caractérisation

physicochimique des eaux nous permet de mieux connaitre la niche écologique de nos espéces
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sélectionnées et isolées a partir de ces trois sites de prélevement. Les résultats obtenus des

paramétres mesurés sont regroupés dans le tableau (1V.2) :

Tableau IV. 2: Paramétres physicochimiques de 1’eau des trois sites de prélévement des

microalgues
s se s T
pH 8,03+0,01 8,18+0,02 7,3+£0,09
CE (mS/cm) 50,475+5,28 54,025+3,07 53,320+4,28
0. dis (mg/L) 4,740,10 4,25+0,21 5,5+0,07
DCO (mg/L) 285,58+7,67  279,752+19,86  227,37+19,18
DBOs (mg/L) 5,752+1,82 5,752+1,82 5,752+1,82
MES (mg/L) 256+24 262+15,87 232428
COT (mg/L) 0,471+0,001 0,471+0,001 0,471+0,001
HAP (mg/L) 0+0,00 0+0,00 00,00
HT (ppm) 205+9,16 1363,60 123+7,93
NO; (mg/L) 0,236+0,017 0,098+0,013 0,069+0,010
NH," (mg/L) 0,05+0,002 0,05+0,002 0,050,002
N Kjeldahl (mg/L) 1+0,04 140,04 140,04
PO, (mg/L) 0,158+0,071 0,114+0,006 0,107+0,078

IV.1.2.1. La température (T)

La température de I’eau joue un role tres important dans la solubilité des sels et des gaz
dont, entre autres, I’oxygéne indispensable a I’équilibre de la vie aquatique. Par ailleurs, la
température augmente les vitesses des interactions chimiques et biochimiques d’un facteur de 2 a
3 pour un accroissement de température de 10°C. L’activité métabolique des organismes
aquatiques est donc également accélérée lorsque la température de I’eau s’accroit (Nur & Buma,
2019). Latempérature de I’eau enregistrée au niveau de St1 (zone estuaire apres le déversement
des eaux usées de la raffinerie) était la plus élevée comparée a celles mesurées au niveau des
deux autres stations St2 et St3 (13,79+0,01 et 14,3+0,13 °C respectivement) (Tableau 1V.2). La
température élevée des eaux de I’effluent de sortie qui sont utilisées dans le processus de
refroidissement ont probablement étaient la cause principale de I’augmentation de la température
au niveau de cette station St1 (18,18+0,11 °C). Les valeurs de température enregistrées indiquent

que les especes de microalgues présentes dans les trois sites sont mésophiles.
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1V.1.2.2. Le potentiel d’hydrogéne (pH)

Selon I’OMS qui exige que le pH des eaux de surface doit étre compris dans I’intervalle
de 6,5 et 8,5 (Guergazi & Achour, 2005), on peut dire que la qualité des eaux de la zone

d’étude en termes d’acidité et d’alcalinité est bonne.

Les résultats obtenus ne montrent pas une grande variation entre les trois stations de
prélevement pour ce paramétre. Les valeurs enregistrées sont globalement tres proches et sont
comprises entre 7,3+0,09 enregistrée a la St3 et 8,18+0,02 enregistrée a la St2. Le pH est I'un de
la liste des paramétres majeurs a prendre en compte pour une culture stable et croissante. Savoir
I'interpréter et le réguler est une étape cruciale dans la production de microalgues (Blinda,
2007). Chaque microalgue a son pH optimal. La chlorelle possede un pH optimal de 8,5 a 9, elle
rejoint donc la famille des espéces alcaliphiles, la microalgue Chlorella vulgaris croit pour des
pH compris entre 5 et 9, avec un pH optimal compris entre 7 et 8 (Richmond, 2004). Pour la
cyanobactérie Arthrospira platensis, le pH optimal se situe autour de 9.5 (Vonshak, 1997). Les
cyanobactéries du genre Anacystis (Aphanocapsa) peuvent supporter des pH faibles a neutres, et
sont donc qualifiés comme des especes acidophiles et neutrophiles.

C’est un paramétre indispensable a surveiller pour la croissance des microalgues. Si notre
culture se trouve dans un environnement avec un pH non adapte, elle peut voir sa croissance

ralentie ou inhibée. Il est méme possible de perdre la culture.

1V.1.2.3. La conductivité électrique (CE)

La conductivité électrique (CE) est une formule numérique qui exprime la capacité d’un
milieu aqueux a conduire le courant électrique. La plupart des sels minéraux en solution sont de

bons conducteurs. Par contre, les composés organiques sont de mauvais conducteurs.
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Figure IV. 1: Les valeurs de la conductivité des trois sites de prélevement
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La conductivité (CE) refléte le degré de minéralisation de 1’eau et renseigne sur le taux de
salinité. Les valeurs de la conductivité électrique de 1’ecau enregistrées dans les trois sites sont
comprises entre 50,47+5,28 mS/cm au niveau de la station St1 (zone estuaire), 54,02+3,07 et
53,32+4,28 mS/cm au niveau de la station St2 et la station St3 respectivement (Figure 1V.1).
Cette forte salinité est due a la situation des points d’échantillonnage dans I’eau de mer.

Ceci dit que nos espéces de microalgues sélectionnées supportent des conductivités trés
élevées correspondant a celles des eaux polluées, et sont ainsi adaptées a des conditions extrémes
de croissance dans des milieux marins salés. Du fait de leur capacité a s’adapter a une large
gamme d’environnements, les microalgues sont en mesure de supporter des milieux aux
propriétés physicochimiques extrémes absolument diversifiées. Ainsi certaines microalgues sont
adaptées a 1’eau douce (Chlorella, Synura, Oscillatoria...), d’autres aux milieux marins
(Rhodella, Porphyridium...) et certaines sont des especes halophiles (Gyrodinium, Dunaliella...).
Les microalgues marines peuvent s’adapter a des milieux de concentrations en sel (NaCl) de
10% a 50% (m/v) en fonction de la microalgue (Asfouri, 2019). Le changement de salinité du
milieu conduit a un stress osmotique et ionique qui peut s’interpréter par la formation de dépots
et un accroissement du contenu lipidique des algues. Ainsi, (Filali, 2012) ont noté lors du stress
ionique chez certaines especes de Dunaliella, une augmentation de la concentration en

caroténoides s’ensuit une inhibition de leur croissance.

1V.1.2.4. L’oxygene dissous (O dis)

Les concentrations en oxygene dissous forment I’un des plus importants paramétres de la
qualité des eaux pour la vie aquatique. 1l est également un bon indicateur de pollution d’un
écosystéme aquatique et du suivi de son autoépuration. Il est aussi considéré comme le facteur
essentiel a la vie aquatique, en particulier aux organismes assurant I’autoépuration des hydro-

systemes (Derwich et al., 2008).
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5
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Figure 1V. 2: Les valeurs de I’0xygene dissous pour les trois sites
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Les valeurs enregistrées de I’oxygene dissous dans I’eau sur les trois sites étaient 4,7+0,10
pour Stl1, 4,25+0,21 mg/L au niveau de la station St2 et 5,5+0,07 mg/L enregistrée au niveau de
la station St3 (Figure 1V.2).

Une concentration élevée en dioxygéne dissous (O.dis) est souvent le résultat d’une activité
photosynthétique non négligeable, "oxygéne est impliqué dans différentes voies, il est produit
par photosynthése et il est consommé par les différentes activités respiratoires tels que la
photorespiration, la respiration a la lumiére, la respiration a I’obscurité, la chlororespiration, la
réaction de Mehler pour protéger contre la photoinhibition (Badger et al., 2000; Christine &
Graham, 2000). Sa présence en grande concentration en photobioréacteurs peut avoir un effet
inhibiteur de croissance. Si une concentration en oxygene importante est combinée a une
concentration moins importante en dioxyde de carbone, cela est connu pour stimuler la photo-
respiration chez les microalgues. A I'inverse, a des fortes intensités lumineuses, la concentration
d’oxygene dissous pourra protéger I’appareil photosynthétique. La photo-respiration et la
réaction de Mehler seront en effet activees, protégeant ainsi le PSII de 1’énergie excessive regue
(Wu et al., 1991). Torzillo et al. (1984) étaient les premiers a mettre en évidence 1I’inhibition de

la photosynthése par une concentration d’oxygéne dissous élevée chez Arthrospira maxima.

IV.1.2.5. La DCO et la DBOs

La demande chimique en oxygene (DCO) représente la quantité d’oxygene emprunté a un
oxydant dans les conditions standards et permet d’apprécier la teneur en matiere oxydables de ce
dernier (Okkacha, 2008).

La demande biologique en oxygéne (DBOs) étant la quantité d’oxygeéne consommée par
les bactéries a 20°C a I’obscurité et pendant 5 jours. Ce temps d’incubation d’un échantillon
préalablement ensemencé assure I’oxydation biologique d’une fraction de matiere organique
carbonée.

Ces parametres mesurent la quantité d’oxygéne nécessaire a la destruction des matiéres
organiques grace aux phénomeénes d’oxydation par voie aérobie (en présence d’0O2). Elle se
résume a la réaction biochimique suivante :

Substrat + microorganisme + O, — CO2+ H20 + énergie + biomasse

C'est-a-dire, dans les eaux usées, les bactéries consomme 1’oxygene dissous libéré par les
microalgues pour dégrader la matiere organique (MO) en dioxyde de carbone et en eau lors de

I'interaction algues-bactéries. Ce procédé est une démonstration que les microalgues fournissent
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une quantité substantielle de molécules d'oxygéne (O2) comme agent oxydant pour I'oxydation

bactérienne et réduit donc les valeurs de la DBO et la DCO dans les eaux usées.

BDCO (ing/L) BDBOS (mg/L)

-

pr 227,37
g

OI(J

28]

=

T

Q

1

a2 / 5,75 5,75 5,75 /

st1 st2 St3
Stations de preélevement

Figure IV. 3 : Les valeurs de la DCO et la DBOs obtenues pour les trois sites.

Les valeurs de la DCO, recueillies durant cette étude, au niveau des trois sites de
prélevement varient entre 227,37+19,18 mg/L et 285,58+7,67 mg/L (Figure 1V.3). Ces teneurs
élevées de la demande chimique en oxygene (DCO) concernent spécialement les unités
industrielles ce qui prouve une inexistence ou un mauvais traitement des rejets. Tandis que la

DBO:s est identique dans les trois sites de préléevement est égale 5,752+1,82 mg/L.

1V.1.2.6. Les matiéres en suspension (MES)

C’est un parametre tres important a controler car il affecte la transparence de I’eau et
diminue la pénétration de la lumiere et, par la suite, la photosynthése des microalgues. Par
ailleurs, les matieres en suspension peuvent accumuler des quantités élevées de matieres toxiques

(métaux, pesticides, huiles minérales, hydrocarbures aromatiques polycycliques).

La détermination des matieres en suspension (MES) est essentielle pour évaluer la
répartition de la charge polluante entre pollution dissoute et pollution sédimentée, car le devenir

de ces deux composantes est tres différent, tant dans le milieu naturel que dans les systemes

d'épuration.
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Figure V. 4: Les valeurs de MES pour les trois sites de prélévement.

Dans cette étude, les valeurs enregistrées des matiéres en suspension ne montrent pas une
grande variation, elles oscillent entre 232+28 mg/L et 262+15,87 mg/L (Figure 1V.4), ou les
valeurs minimales sont enregistrées au niveau de la St3. Ces résultats montrent que les sites
étudiés sont trés turbides avec une valeur moyenne de 250 mg/L. La turbidité représente
I’opacité d’un milieu trouble, c’est la réduction de la transparence d’un liquide due a la présence
des MES fines, comme les argiles, les grains de silice et les matiéres organiques. La turbidité

varie suivant les matiéres en suspension (MES) de I'eau.

IV.1.2.7. Les différentes formes de I’azote

Les nitrites constituent une étape importante dans la métallisation des composés azotés;
ils s’insérent dans le cycle de I’azote entre I’lammoniaque et les nitrates; leur présence est due
soit a I’oxydation bactérienne de I’ion ammoniaque soit a la réduction des nitrates. lls ne

représentent qu’un stade intermédiaire et sont facilement oxydés en nitrates (Sahnoun, 2010).

Les nitrates sont largement utilisés pour la culture de microalgues par rapport aux sels
d’ammonium car ils sont plus stables avec moins de risque de changement de pH. De plus, les
concentrations d’ammonium (NH4") supérieures a 25 UM sont toxiques pour les microalgues ;
ainsi, le nitrate (NO3") est couramment utilisé dans les milieux de culture (Prochazkova et al.,
2014).

L analyse des nitrites (NO2") et de I'ammonium (NH4") au niveau de I’eau de mer de
Skikda a montré que les teneurs relevées sont faibles dans les eaux des 3 stations étudiées. En
effet, les valeurs de la concentration des nitrites (NO>") varient entre 0,069+0,010 et 0,236+0,017
mg/L, Les concentrations de (NHs") et (NK) sont identiques pour les trois sites a la valeur de

(0,050,002 et 1,00+0,04) mg/L respectivement. Ces teneurs peuvent étre le résultat des produits
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azotés pouvant subir une nitrification par les microorganismes des eaux, ou une oxydation par

I’oxygene dissous dans I’eau.

L’utilisation du nitrate comme substrat azoté chez les microalgues est trés répandue au
niveau de la cellule, cela requiert qu’il soit réduit au niveau intracellulaire en ammonium pour
qu’il soit assimilé (Carlson, 1973). Les différentes étapes d’assimilation du nitrate dans les
cellules sont donc les suivantes :

1. Le nitrate est assimilé par les cellules, une nitrate réductase catalyse le nitrate et le réduit en

nitrile qui sera a son tour transporté aux chloroplastes.

2. Une enzyme nitrite réductase catalyse le nitrile en ammonium pour qu’il soit enfin incorporé
dans les squelettes carbonés.

L’ammonium, étant réduit directement, il est assimilé facilement par les microalgues et
nécessite au final moins d’énergie (Podevin et al., 2015). Néanmoins, toutes les souches ne
peuvent assimiler 1’azote sous cette forme. On note également que des concentrations élevées
peuvent inhiber la croissance des microalgues. Une concentration >10mM d’ammonium inhibe
la croissance de Dunaliella tertiolecta (Chen et al., 2011) et une concentration de 15mM inhibe
la croissance de Arthrospira platensis (Ferreira et al., 2010). Cet effet inhibiteur est causé par le
fait que le transport excessif d’ammonium au sein des cellules peut empécher la formation
d’ATP dans le chloroplaste, provoquant ainsi une inhibition de la photosynthése (Ramanna et
al., 2014).
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Figure IV. 5: Les valeurs des nitrites (NO), d’ammonium (NH4") et de I’azote Kdjeldhal

(NKdj) dans les trois stations de prélévement.
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111.2.2.8. Les teneurs en phosphates

Le phosphore intervient dans la synthese des acides nucléiques et des phospholipides
(constituants des membranes cellulaires) et dans la constitution des molécules du métabolisme
énergétique, I’ATP et le NADPH. Sa concentration cellulaire va donc avoir un impact direct sur
la production de la biomasse. Chez Chlorella vulgaris, il a été montré que les cellules déficientes
en phosphore augmentaient la production de glycolate via le mécanisme de photo-respiration
permettant ainsi la dissipation de 1’énergie absorbée en excés par le photosystéme, évitant ainsi
d’endommager la cellule. Cependant, les mécanismes de régulation du manque de phosphore par

la cellule restent peu connus (Moseley et al., 2006).
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Figure IV. 6: Les valeurs des phosphates pour les trois sites de prélévement.

Les teneurs en phosphates des eaux des différentes stations varient entre 0,10+0,078 mg/L et
0,15+0.071 mg/L.

1V.1.2.9. La caractérisation de la fraction organique

Le COT est I’un des parametres de la contamination organique le plus couramment utilisé
pour évaluer la charge organique des effluents. Il englobe a la fois le Carbone Organique Dissous
et la matiere organique particulaire. La concentration du COT est égale a 0,471+0,001 mg/L pour
les trois stations. Les HAPs sont nul dans les trois sites tandis que les concentrations des HT sont
(205£9,19 ; 136+3,60 et 123+7,93)
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Figure IV. 7: Les valeurs du carbone organique total (COT), hydrocarbures totaux (HT) et
(HAPs).

IV.2. IDENTIFICATION DES ESPECES

Dans la présente étude, trois especes de microalgues ont été isolées a partir de la zone
estuaire et les stations de prélevement de I’eau de mer de la baie de Skikda, en étudiant leur
aspect macroscopique et microscopique. Les resultats montrent que nos microalgues
appartiennent aux genres de Chlorella vulgaris (microalgues vertes), Aphanocapsa zanardinii

(Anacystis) (Cyanobactéries), et Nitzschia sp. (diatomées, microalgues brunes).

IV.2.1. Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris était la premiere espéce isolée de notre site d’échantillonnage qui
appartient a la classe des chlorophycées. Elle est unicellulaire eucaryote (possédant un noyau)
(Figure 1V.8) a une taille qui varie de 3 a 5 pum et se trouve sous deux formes ronde ou
ellipsoidale. Elle contient un chloroplaste pariétal qui se compose des caroténoides, de la
chlorophylle a et b, un pyrénoide, des thylakoides, du matériel génétique et des grains d’amidon
(Clément-Larosiere et al., 2014; Rowley, 2010). Cette microalgue a un mode de reproduction

asexueée, la cellule mére se divisant en quatre spores qui s’échappent et germent pour donner un

organisme identique a celui qui les a produit (Richmond, 2004).
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Figure IV. 8: Observation macroscopique (a) et microscopique (x1000) (b) de Chlorella
vulgaris (Photos personnelles)

IVV.2.2. Aphanocapsa zanardinii

Le genre Aphanocapsa (Anacystis) fait partie des cyanobactéries (Figure 1V.9) qui se
trouvent principalement dans les petits plans d’eau des zones tempérées. Certaines especes se
trouvent également dans les zones littorales, les lacs, les marais et méme dans les sols.

Figure 1V. 9 : Observation macroscopique (a) et microscopique (x1000) (b) de I’espéce
Aphanocapsa zanardinii (Photos personnelles)
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1V.2.3. Nitzschia sp.

Les cellules de Nitzschia sont généralement longues, droites et étroites mais peuvent étre
ovoides ou méme légerement sygmoides. Ils sont généralement isolés mais peuvent former des
colonies étoilées ou vivre dans des tubes de mucilage (Figure 1V.10). Les cellules contiennent
généralement deux plastes qui sont vers chaque péle de la cellule. Le systeme du raphé chez
Nitzschia est fibulé et se trouve normalement sur ou pres du bord de la surface valvulaire. Le
raphé est sur les marges opposées des deux valves d'un frustule (symétrie nitzschioide),

contrairement & la position du raphé de Hantzschia.

Figure 1V. 10: Observation macroscopique (a) et microscopique (x1000) (b) de I’espéce
Nitzschia sp.

IV.3. SUIVI DE LA CINETIQUE DE CROISSANCE DES MICROALGUES

Les parameétres les plus importants régulant la croissance des microalgues sont la quantité
et la qualité des nutriments, la lumiere, le pH, la turbulence, la salinité et la température. Les
courbes de croissance de la biomasse ont montré une gamme optimale de taux de croissance, qui
est tirée des trois lots d'essai, on contrélant leurs cultures dans leurs milieux de culture

specifiques.
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Tableau IV. 3 : Résultats de la croissance en biomasse de Nitzschia sp. en fonction des

paramétres de controle de Conductivité, pH, Température et O dissous.

J1 25,25+0,98  4,2+0,05 8,7+0,09
J7 25,25+0,98  4,01+0,09 8,4+0,09
J12 26,84+0,23  3,9+0,01 7,9+0,02
J15 28,58+1,10 3,5+0,1 7,5+0,10
J20 28,95+0,66  3,1+0,13 7,31+0,03
J22 29,32+0,53  2,99+0,14 7,12+0,03
J25 30,22+1,04  2,76+0,11 6,33+0,02
J27 30,37+0,95  2,62+0,06 6,27+0,04
J29 30,9+0,74 2,4+0,07 6,25+0,07
J39 31,77+0,93  2,32+0,02 6,03+0,02
J43 31,86+0,78  2,29+0,01 5,76x0,01
J46 32,65+0,69  2,26+0,2 5,05+0,00
J50 33,09+0,17  1,98+0,1 4,99+0,07
J53 33,5+0,06  1,44+0,07 4,59+0,07
J56 33,64+0,27  1,36+0,02 3,37+0,01

*log[C]/L : log décimal de la concentration en biomasse des diatomées présentes dans un (01)

Litre de milieu de culture.

Le pH et la température ont été maintenus dans les intervalles optimaux de croissance des

diatomées, qui sont de 20+0,33 a 25+0,84 °C pour la température, et de 6,5+0.24 a 8,5+0,68 pour

le pH. Le taux de croissance p calculé pour I’espéce Nitzschia sp. est égal a (0,27jour?) est

inférieur a 1 et le temps de doublement (multiplication) de génération G=2,56 jours dans leur

milieu de culture spécifique WC.
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Tableau IV. 4: Résultats de croissance en biomasse de A. zanardinii et C. vulgaris cultivées

dans le milieu de culture BBM et BG11 respectivement.

Temps Log(C)/L O dis CEBBM Log(C)/L O2 dis CE BG11
(Jours) BBM (mS/cm) BG11 (mS/cm)
(mg/L) (mg/L)

J1 15,12+0,35 7,2+0,16  5,00+0,28 18,14+0,26 7,66+0,08  3,37+0,06
J5 17,3£0,26  6,45+0,20 4,81+0,10 20,76+0,19 7,59+0,23  3,11+0,10
J10  22,75+0,32 6,33+0,21 4,70+0,88 27,3+0,24 7,36+0,09  3,10+0,08
Ji5  27,17+0,26 6,12+0,23 3,66+0,51 32,6+0,19 7,01+0,06  2,92+0,02
J21  29,22+0,33 5,72+0,22 3,704+0,75 35,07+0,25 6,86+0,05 2,43+0,09
J25  31,41+0,25 5,26+0,25 3,09+0,53 37,7#0,18 6,57+0,30  1,96+0,03
J30  31,29+0,25 5,15+0,21 2,86+0,22 37,54+0,19 6,34+0,11  1,79+0,22

Pour la culture des diatomées (Nitzschia sp.) nous avons atteint un volume estimé a 8,5 L,

apres une durée de 55 jours car nous avons utilisées ces especes microalgales pour la dépollution

de I’eau usée synthétique (élimination de la pollution carbonée, azotée et phosphorée) dans notre

photobioréacteur de traitement (PBRT). Mais pour les deux autre especes (A. zanardinii et C.

vulgaris) nous avons abouti un volume de culture égal a 1,5 L, aprés une période de 30 jours qui

nous a servi pour la bio-élimination des métaux lourds (cadmium) et la dégradation du pétrole

brute.

IVV.3.1. Suivi de la cinétique de la croissance en biomasse avec la CE

Les résultats de I’évolution de la concentration en biomasse et de la conductivité

électrique du milieu de culture en fonction du temps sont représentés dans la figure (1V.13).
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Figure IV. 11 : Evolution de la croissance en biomasse des trois espéces de microalgues
(Nitzschia sp. A. zanardinii et C. vulgaris) et de la conductivité du milieu de culture (WC,
BBM et BG11) respectivement en fonction du temps .

D’aprés les résultats trouvés, nous avons observé que la croissance en biomasse des nos
especes dépend considérablement de la conductivité, il y a une diminution remarquable de cette
derniére dans le milieu en fonction du temps lorsque le nombre des microalgues augmentent. A
la fin de la culture, la valeur de la conductivité est abattue a 1,36 £0,02 mS/cm par rapport a une
valeur initiale de 4,2 0,05 mS/cm mesurée le premier jour pour les especes de Nitzschia sp et
atteint 2,86+0,22 et 1,79+0,22 mS/cm par rapport a une valeur initiale de 5,00+0,28 et 3,37+0,06
mS/cm pour A. zanardinii et C. vulgaris respectivement.

La diminution de la conductivité est traduite par une diminution des sels dissous dans le
milieu de culture, ce qui prouve I'utilisation de ces sels par les microalgues pour leur

multiplication.
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IVV.3.2. Suivi de la cinétique de la croissance en biomasse avec 1’0O2dissous

Le suivi de la variation de la concentration en biomasse et de I’oxygéne dissous en fonction

du temps sont regroupées dans la figure (1V.12).
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Figure 1V. 12: Evolution de la croissance en biomasse des trois especes de microalgues
(Nitzschia sp. A. zanardinii et C. vulgaris) et de la concentration en O dissous du milieu de

culture (WC, BBM et BG11) respectivement en fonction du temps.
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Nous remarquons une diminution de la concentration en O, dissous dans le milieu de
culture (BBM et BG11) de chaque espéce de microalgue de dans I’intervalle de 7,2+0,16 a
5,15+0,21 mg/L et de 7,66+0,08 & 6,34+0,11 mg/L pour A. zanardinii et C. vulgaris. Nous avons
la méme allure de la courbe pour Nitzschia sp., I’oxygéne dissous a connu une diminution depuis
le début de la mise en culture de 8,7+0,09 a 3,37+0,01 mg/L a la fin de culture. Cette diminution
de I’O dissous est correlée a une augmentation de la concentration en biomasse, ce qui prouve

leur utilisation par les microalgues pour leur réaction de respiration.
1V.4. CARACTERISATION DE L’EAU USEE SYNTHETIQUE

Une évaluation de la qualité physico-chimique a été réalisée pour notre échantillon d’eau
usée synthétique avant traitement afin de connaitre ses caractéristiques et dans le but de savoir,
également, sa capacité de biodégradabilité pour subir un traitement biologique (Tableau IV.5).

Tableau IV. 5 : Résultats des différents parameétres effectués avant traitement.

pH 6,8+0,39 6,5-85
T (°C) 21+0,03 <30°C
O2dissous (mg/L) 7+0,08

DCO (mg d’0./L) 177,39+11,35 <90 mg/L
DBOs(mg d’02/L) 95+1,85 < 30 mg/L
DCO/DBOs 1,86

CE (mS/cm) 6,3+0,26

[NH,'T (mg/L) 5,58+0,06

[NOs3 T (mg/L) 28,26+0,36

[NO27] (mg/L) 4,09+0,10

[PO,*] (mg/L) 5,34+0,06 <2 mg/L

La mesure du pH avant traitement était de pH = 5,80 (milieu acide), d’ou il a était nécessaire
de le corriger, en ajoutant une base (NaOH) afin d’avoir une solution neutre (pH = 6,8+0,39), car
ce parametre influe beaucoup sur la croissance de nos microalgues qui ont fait I’objet de notre
traitement biologique. La conductivité électriqgue (CE), a été mesurée avant traitement et sa
valeur est de 6,3+0,26 (mS/cm). 11 s’agit d’une valeur assez élevée qui indique une eau usée
synthétiqgue minéralisée. La somme des valeurs des différents composés azotés (ammonium,
nitrites et nitrates) présente la concentration en azote total (NT) a éliminer par le traitement

biologique en utilisant les diatomées. Cette valeur est égale a 37,93 mg/L.
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La valeur de la concentration en [PO4>] qui a été mesurée par spectrophotométrie a UV visible
apreés filtration sous vide de I’échantillon était de 5,34+0,06 mg/L. Cette concentration tres
élevée représente le phosphore total (PT) d’ou la nécessité de I’éliminer.

IV.4.1. Détermination des rapports de biodégradabilité de I’eau usée

synthétique

Le calcul d’un rapport de biodégradabilité d’une eau usée a pour but d’identifier s’il

s’agit d’un effluent facilement, moyennement ou difficilement biodégradable. Le tableau suivant
présente les principaux caractéres de biodégradabilité de notre eau usée synthétique.
Le rapport DCO/DBO:s est appelé aussi ‘Indice de biodégradabilité’ : cet indice a été calculé
dans le but de décider si cette eau peut étre soumise a un procédé de traitement biologique.
Autrement dit, le calcul du rapport sert généralement a juger les chances de réussite de
I'épuration de notre eau usée par un procédé biologique.

En appliquant ce rapport a nos résultats présentés dans le tableau (1V.6), nous obtenons :
DCO/DBOs = 1,86

Le résultat est compris dans I’intervalle 1,5 < DCO/DBOs < 2,5 (voir chapitre 111, p.94). En
conclusion notre eau usée synthétique préparée au laboratoire, est moyennement biodégradable

et donc susceptible de subir un traitement biologique.

Tableau IV. 6: Rapports de biodégradabilité de I’eau usée synthétique

Eau usée Interprétation

DCO/DBOs 1,86 Moyennement biodégradable : dégradation de la pollution carbonée
DBOs/P 17,79 Matieres organiques phosphorées dominantes
DBOs/N 2,51 Faible pollution organique azotée
DCO/N 6,37 Faible pollution minérale azotée
DCO/P 45,01 Matiéres minérales phosphorées dominantes
MES/DBOs 0,26 Concentration en matiéres en suspension représente environ le ¥ de la DBOs

En conclusion de ce tableau, notre eau usée synthétique peut étre classée suivant le

caractere moyennement biodegradable, avec une pollution phosphorée dominante.
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IV.4.2. Traitement de I’eau usée synthétique par la culture de Nitzschia sp.

A partir de la culture en phase exponentielle des Nitzschia sp. dans le milieu de culture
WC, nous avons repiqué un prélévement pour ’ensemencer dans I’eau usée synthétique pendant
33 jours. Cette étape a pour but de vérifier ’efficacité d’abattement des matieres organiques
carbonées, azotées et phosphorées de notre eau usée en favorisant la croissance unique de
Nitzschia sp. Le pH et la température ont été maintenus toujours dans les intervalles optimaux de

croissance des diatomées.

Tableau IV. 7 : Résultats de la culture de Nitzschia sp. dans I’eau usée synthétique

J1 8,2+0,19 22,3+0,64 6,30+0,01 7,4+0,06 24,45+0,07
J3 840,05 22,0+0,88 5,70+0,06 7,0+0,04 24,48+0,08
J6 6,75+0,14 21,1+0,12 5,31+0,09 7,240,21 24,89+0,06
J9 7,79+0,04 21,8+0,11 5,03+0,06 7,0+0,20 25,29+0,09
J12 6,54+0,18 21,0+0,12 4,94+0,03 6,8+0,08 25,54+0,25
J15 7,6%0,17 22,8+0,18 4,55+0,07 6,4+0,04 25,82+0,37
J18 7,7+0,05 21,0+0,48 4,50+0,01 5,6+0,09 26,41+0,25
J21 6,76+0,21 22,0+0,24 4,30+0,07 5,5+0,15 26,52+0,10
J24 6,55+0,02 22,3+0,31 3,90+0,11 5,0+0,18 26,52+0,38

1V.4.2.1. Evolution de la concentration en biomasse et de la CE de ’eau usée

synthétique en fonction du temps

L’étude de I’évolution de la concentration en biomasse de Nitzschia sp. cultivées dans
I’eau usee synthétique et de sa conductivité électrique en fonction du temps est présentée par la

figure suivante.
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Figure 1V. 13: Evolution de la concentration en biomasse de Nitzschia sp. et de la

conductivité électrique de I’eau usée synthétique en fonction du temps
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Une diminution de la valeur de la conductivité électrique de 6,3+0,01 & 3,90+0,11 mS/cm,
avec une augmentation de concentration en biomasse log [C] de 24,45+0,07/L a 26,52+0,38/L
sur une peériode de 33 jours de culture dans 1’eau usée synthétique stérile. Le taux maximum de

multiplication de nos diatomées a été atteint au bout du 18°™ jour de la culture.

1V.4.2.2. Evolution de la concentration en biomasse et de 7°0; dissous de I’eau
usée synthétique en fonction du temps
Comme nous ’avons fait dans le milieu de culture WC, nous avons suivi la variation de

la concentration en O dissous pendant la période de culture de Nitzschia sp. dans 1’eau usée

synthétique, qui nous a permis de tracer la courbe suivante :
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Figure 1V. 14: Evolution de la concentration en biomasse de Nitzschia sp. et de la

concentration en O dissous de I’eau usée synthétique en fonction du temps.

Nous remarquons une variation de la concentration en Oz dissous dans I’eau usée dans
I’intervalle de 7,4+0,06 a 5,0+0,18 mg/L. L’oxygéne dissous a connu une diminution depuis le
début de I’expérience de dépollution de I’eau usée synthétique. Cette diminution de 1’02 dissous
est corrélée a une augmentation de la concentration en biomasse au cours du traitement
biologique de 1’eau usée synthétique.

La diminution de 1’02 dissous se déroule suivant trois principales étapes. D’aprés la figure
(1Vv.14), on distingue :

B Une premiére phase de saturation du milieu en oxygene correspondant a une adaptation et

début de croissance des diatomées ;

B Une deuxiéme phase de diminution de la concentration en oxygéne corrélée a une

croissance en biomasse exponentielle ;
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B Une troisieme phase de diminution de 1’02 dissous correspondant & une phase de
stabilisation de la croissance en biomasse des diatomées.

IV.5. EVALUATION DE L’EFFICACITE DE TRAITEMENT BIOLOGIQUE PAR LES

DIATOMEES (NITZSCHIA)

Le suivi du traitement biologique de I’eau usée synthétique par une culture de diatomées
(Nitzschia sp.) en vue de I’élimination de la pollution carbonée, azotée et phosphorée, nous a

permis de vérifier I’efficacité du traitement.

Le rendement d’efficacité est calculé par la formule suivante :
R % = ([C]i - [C]9/ [C]i x 100

Avec:
[C]i=concentration (ou valeur) initiale (avant traitement)

[C]¢=concentration (ou valeur) finale (aprés traitement)

Le tableau (I1V.8) présente les résultats des différents parametres mesurés avant et aprés
traitement biologique dans le PBRT et leurs rendements :
e Les valeurs enregistrées avant traitement sont celles mesurées sur ’eau usée synthétique
brute (Bassin 1).
e Les valeurs enregistrées aprés traitement ont été mesurées a partir de 1’eau épurée dans le

bassin secondaire (clarificateur) (Bassin 3).

Tableau IV. 8: Comparaison des résultats de caractérisation des deux bassins de traitement
du photobioréacteur Bassinl (eau usée) et bassin3 (eau épureée)

Eau usée synthétique Eau épurée Rendement (%)
T°C 210,03 22,2+0,38 /
pH 6,8+0,39 6,6+0,11 /
CE (mS/cm) 6,3+0,26 3,8+0,20 /
O dissous (mg)L) 7+0,08 6,4+0,41 /
MES (mg/L) 250,19 6,2+0,40 75,20
DBOs (mg/L) 95+1,85 39,9+0,56 58,00
DCO (mg/L) 177,39+11,35 35+0,58 80,27
Phosphate (mg/L) 5,34+0,06 1,50+0,08 71,91
Ammonium (mg/L) 5,58+0,11 3,04+0,27 45,51
Nitrate (mg/L) 28,26+0,36 0,43+0,04 98,47
Nitrite (mg/L) 4,09+0,10 2,32+0,06 43,27
Silice (mg/L) 450,13+12,89 230,66+2,04 48,75
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IV.5.1. Elimination de la pollution azotée par les diatomées (Nitzschia sp.)

L’azote, aprés le carbone, est le constituant cellulaire majeur des microalgues. Sa quantité
varie en fonction des especes et des conditions du milieu, mais elle correspond en moyenne a
environ 7% de la matiere séche de la cellule. Cet élément est constitutif de différentes protéines
comme les peptides, les enzymes, la chlorophylle et le matériel génétique des microalgues. La
disponibilité de cette source dans le milieu affecte fortement la productivité et la composition
biochimique des microalgues. Il peut étre fourni sous différentes formes inorganiques (NOs,
NH4*, NO2). De nombreuses études se sont penchées sur I'effet de la concentration de cet
élément dans le milieu de culture.

Le suivi des concentrations en azote ammoniacal, nitrite et nitrate au cours du traitement
biologique a pour objectif de déterminer la dégradation de la pollution azotée a I’aide de notre
photobioréacteur (PBRT) en favorisant la croissance unique de Nitszchia sp.
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Figure 1V. 15: Evolution de la concentration en biomasse de Nitzschia sp. et de la

concentration en ammonium, nitrites et nitrates de I’eau usée pendant 33 jours

Nous remarquons d’apres cette représentation graphique, une diminution des valeurs de
la concentration en ammonium de 1’eau usée pendant 33 jours de 5,58+0,11 mg/L au début du
traitement jusqu’a 3,04+0,27 mg/L & la fin du traitement avec un rendement égal a 45,51%, et un
taux d’élimination de 43,27% pour les nitrites, d’une concentration initiale de 4,09+0,10 mg/L a
une concentration finale de 2,32+0,02 mg/L, Mais pour les nitrates, I’abattement est presque total

avec un rendement égal a 98,47 % (Tableau 1V.8).
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Le suivi de la concentration de I’azote ammoniacal dans les conditions aérobie assure le
processus de nitrification par les diatomées autotrophes, qui transforment ce dernier en nitrite
puis en nitrate, pour trouver une forme de 1’azote assimilable pour la croissance.

L’¢élimination de I’azote des eaux usées est principalement effectuée par nitrification et
dénitrification biologique. Metcalf & Eddy (2003) rappelant que les processus de traitements
biologiques sont généralement plus économiques que les processus de traitements physico-
chimiques (barbotage de ’ammoniac a I’air ou a la vapeur, chloration et échange d’ions). Les
procédés de nitrification consistent premiérement a ’oxydation de 1’azote ammoniacal en nitrite
(NO2), a un état intermédiaire, puis finalement cette derniére forme d’azote (NO2) est
rapidement oxydée en nitrate (NOz’). Cette conversion, qui est réalisée en présence d’oxygeéne
par des bactéries autotrophes nitrifiantes, se divise en deux étapes, la premiére étant assurée par
des bactéries Nitrosomonas et la deuxiéme par des bactéries Nitrobacter :

Nitritation: NH, +1,5 O, — NO, + 2H + H,0 .....c.cccurmmrur &
Nltratatlon : NOZ- + 0,5 02_) NO3- ...................................................... (2)

Selon Aubry (2003), le procedé a culture fixée immergée BIO-FOSSE a atteint 96% de
nitrification, atteignant régulierement des valeurs inférieures a 2 mg de NH4*/L. Sous aération
intermittente du réacteur, I’efficacité de I’enlévement de NH4* et de NOs dépend de la durée des
périodes aérobie et anoxie. Avec un cycle de 24 h comptant 75% d’aération, les concentrations
en azote de ’effluent ont varié de 0,4 a 7,4 mg de NH4*/L et de 10 a 21 mg de NOs7/L. Les taux
maximaux de nitrification et de dénitrification s’élévent a 58 g de NH4*/m. jour et 52 g de NO3’

/m. jour, respectivement

La croissance des microalgues comporte quatre phases différentes, a savoir : la phase
d’adaptation, la phase de croissance exponentielle, la phase stationnaire, et la phase de mort
(Blair et al., 2014). Wang et al. (2014) ont rapporté que lorsque le milieu de culture est pauvre
en azote N, la densité cellulaire d'Isochrysis zhangjiangensis a Iégerement augmenté jusqu'a 3
jours puis a diminué. A faible concentration d'azote (36 mg/L), le taux de croissance d'l. galbana
était remarquablement faible (H. T. Wang et al., 2014; J. Wang et al., 2014). Selon Xie et al.
(2017) diminuant la concentration en azote (3 mmol/L de nitrate de sodium ou 40 mg/L d'azote)
était un facteur de réduction de la croissance de Chlorella vulgaris. lls ont conseillé que 12
mmol/L ou 164 mg/L d'azote est la concentration suffisante pour alimenter I. galbana a tres bien
poussé dans les unités expérimentales avec 72, 144 et 288 mg/L d'azote. A ces concentrations

d'azote, la croissance en biomasse de la microalgue a augmenté de facon exponentielle jusqu'au
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neuvieme jour. La phase d’arrét a été observée a des concentrations d'azote de 144 mg/L. Les
résultats ont révélé que I. galbana peut bien se développer dans des concentrations modérées
d'azote de (72 et 144 mg/L); mais la croissance était limitée a 0 et 36 mg/L d'azote dans les
milieux de culture. Zhu et al. (2014) ont démontré que le taux de croissance spécifique et les
valeurs de la productivité de la biomasse de Chlorella zofingiensis étaient de 0,48 jour? et 0,2
g/L.jour sous manque d'azote, et de 1,02 jour® et 0,52 g/L.jour, sous réplétion en azote,
respectivement. L'effet de différentes concentrations d'azote sur la teneur des principaux
pigments a également fait I'objet d'une enquéte. Les résultats de Pancha et al. (2014) sont en
accord avec des découvertes antérieures, qui démontrant que la diminution des concentrations
d'azote de 123 a 0 mg/L a fortement diminué la teneur en pigment de 7,13 (mg/ml) a 1,89
(mg/ml) chez Scenedesmus sp., Zhang et Liu (2016) ont rapporté que dans des conditions
normales de culture, la teneur en chlorophylle est passée de 6,2 a 8,9 mg/L chez I. galbana; mais
sous privation d'azote, il a diminué de 5,9 a 3,9 mg/l. lls ont conclu que le stress azoté pourrait
diminuer la lumiere de récolte et I’efficacité de l'activité du photosystéme. Les glucides des
microalgues, en particulier la cellulose dans la paroi cellulaire et I'amidon dans le cytoplasme,
sont des substrats prometteurs pour le bioéthanol (Yuan et al., 2018). De plus, ils peuvent étre
facilement hydrolysés en raison du manque de lignine dans leurs structures cellulaires (Markou
et al., 2012). Pour obtenir une biomasse microalgale avec une teneur en glucides et en lipides, la
concentration optimale de I'azote dans le milieu de culture doit étre déterminée. La variante de la
teneur en glucides n'a montré aucune différence significative entre des unités expérimentales
avec différentes concentrations d'azote, de 36 a 288 mg/L. En accord avec les présentes
constatations, Guihéneuf & Stengel (2015) ont montré que la teneur de glucide cellulaire en
Porphyridium purpireum cultivé sous privation dazote, augmentée pendant la phase
logarithmique de la culture et atteint le niveau maximum de 40%, en accord avec El-Kassas
(2013) qui a signalé que la privation d'azote augmentait la teneur relative en glucides du
Picochlorum. L'effet de la concentration d'azote sur la teneur en protéines a également été
étudiée. Pancha et al. (2014) ont démontré que la culture de Scenedesmus sp. dans un milieu de
culture avec différentes concentrations de nitrates, de 247 a 0 mg/L, entraine une diminution du
pourcentage de protéines de 47,75 & 16,87 %. A des concentrations d'azote plus élevées, la teneur
en protéines a légérement diminué. Selon Tam et Wong (1996), augmenter la concentration
d'azote dans une culture ne peut pas causer de la synthese des protéines et lI'augmentation de la
valeur protéique. Une étude similaire a été menée par Xie et al. (2017) dans laquelle la teneur
maximale en protéines en Chlorella vulgaris était de 38,6 % et en augmentant encore la teneur

en nitrate de sodium a 2 g/L, les protéines ont diminué. Comme l'azote est nécessaire et le
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précurseur le plus important pour la synthése des protéines, une diminution de la teneur en
protéines est une réponse physiologique courante des microalgues sous privation d'azote. Il a
également été démontré que la privation d'azote augmente la disponibilité du carbone et conduit
a un changement du flux de carbone de la synthese des protéines aux glucides ou la synthese des
lipides (Zhu et al., 2015).

Selon Xing et al. (2018), la culture de Nitzschia sp. dans les eaux usées de l'aquaculture
d'holothuries élimine différents nutriments a des degrés divers. Le taux d'élimination de NT était
le plus élevé (54,58 %) dans 30 % des eaux usées d'aquaculture, suivi (39,79 %) dans 10 % des
eaux usees aquacoles. Le taux de suppression des nitrates était le plus élevé (51,08 %) dans 0 %
des eaux usées d'aquaculture, et moins de 50% dans les autres concentrations de eaux usées et de
milieu f/2. Le taux délimination des nitrites était le plus élevé (56,43 %) dans 80 % des eaux
usées d'aquaculture. Le taux d'elimination de I'ammonium était supérieur a 90 % dans chaque

concentration d'eaux usées d'aquaculture et de milieu f/2.

IV.5.2. Elimination du phosphate PO,* par les diatomées (Nitzschia sp)

D’apres les résultats indiqués dans la figure (IV.16) nous constatons que lorsque nous avons
une augmentation de la biomasse, la valeur moyenne des ortho phosphates varie d’un maximum
de 5,34+0,06 mg/L le premier jour de traitement a un minimum de 1,50+0,26 mg/L a la fin du

traitement avec un rendement égal 71,91%.
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Figure IV. 16: Evolution de la concentration en biomasse de Nitzschia sp. et de la

concentration en phosphate de I’eau usée pendant 33 jours.
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Les diatomées ont utilisé les ortho phosphates POs> qui représentent 1’élément majeur de
leur croissance, ce qui explique la diminution de sa concentration au cours du traitement.

Le phosphore (P) est un élément essentiel pour tous les organismes vivants. C'est un
composant du squelette de I'ADN et de I'ARN, est également un facteur important dans la
transmission de I'énergie chimique par l'adénosine triphosphate (ATP). De plus, le P est
également présent dans les phospholipides et un constituant majeur des membranes cellulaires
(Brembu et al., 2017).

Malgré les différents efforts fournis pour améliorer les conditions de déphosphatation
biologique, une partie du phosphore des eaux usées reste encore difficilement traitable. Selon
Benisch et al. (2012), les limites de phosphore récalcitrant au traitement ont été évaluées entre
0,011 a 0,015 mg P/L lors d’une étude pilote réalisée avec dosage de sulfate d’aluminium ou du

chlorure ferrique.

Le traitement biologique, au sens large, englobe d’une part 1’assimilation du phosphore
par la biomasse pour ses besoins métaboliques minimaux, et d’autre part la suraccumulation du
phosphore par des bactéries déphosphatantes au-dela de leurs besoins metaboliques. Par
convention, on parle de traitement biologique du phosphore (au sens strict) lorsqu’il s’opére une

suraccumulation du phosphore (Deronzier & Choubert, 2004).

Dans notre étude de laboratoire avec Nitzschia sp. il a été trouvé que I'élimination du
phosphate de l'effluent primaire doit étre de 0,11 mg/L.jour qui est moins faible comparable au
taux enregistré dans I’étude de Selvaratnam et al. (2014) qui est de 1,21 mg/L.jour en mode
discontinu. Encore une fois, en utilisant les données de laboratoire rapportées par Wang et al.
(2010) pour Chlorella sp., nous avons estimé que le taux d'élimination des phosphates doit étre
de 3,0 mg/L.jour pour I'échantillon d'eaux usées étiré aprés décantation primaire. Une étude en
laboratoire de Lodi et al. (2003) évaluée 1’élimination du phosphore par la spiruline platensis a
partir d'un milieu de croissance standard et le taux d’élimination volumétrique rapportée de

0,312 a4 0,623 mg/L.jour, soit environ la moitié du taux observé dans I'étude actuelle.

Dans 1’étude de Selvaratnam et al. (2014), I'élimination des éléments nutritifs des
effluents d'eaux usées primaires a été testée a l'aide de Galdieria sulphuraria, une algue
acidophile modérément thermophile. Le rendement était de 95,5 % pour les phosphates ; le taux
d'élimination correspondant était de 1,21 mg/L.jour. Bien que ces taux soient inférieurs aux

valeurs moyennes de la littérature pour d'autres souches (1,34 mg/L.jour). Le taux d'élimination
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volumétrique des phosphates était en moyenne 1,41 + 0,57 mg/L.jour dans le réacteur 1 et 1,39 +

0,59 mg/L.jour dans le réacteur 2.
1V.5.3. Rendement d’abattement des valeurs de DBOs et de DCO

La mesure de la DBOs et la DCO avant et apres traitement renseigne sur I’élimination de
la pollution organique et inorganique de notre eau usée synthétique (Tableau 1V.8).

Nous remarquons une diminution de la concentration de la DCO et de la DBOs avant et
apres traitement a des rendements de 80,27% pour la DCO et de 58% pour la DBOs. D’apreés le
tableau précédent on constate pour la DBOs une diminution remarquable aprés traitement avec
des valeurs de (95+1,86 a 39,9+0,56 mg/L). En comparant aux normes algériennes des rejets des
eaux usées (< 30 mg/L), on peut conclure qu’il s’agit d’une eau épurée qui convient d’étre

recyclée ou rejetée dans le milieu naturel récepteur sans nuisance pour la faune et la flore.

Tous les traitements ont indiqué une diminution de la DCO du premier au 18 jour en
raison de l'activité photosynthétique accrue des microalgues, des valeurs plus élevées de
biomasse algale ont été obtenues en milieu aérobie obtenue avec I'aération de la culture. Ainsi,
plus d'oxygene a été generé, aidant a réduire la DCO et rendre le traitement plus efficace. Les
résultats ont révéle que l'augmentation continue et progressivement du nombre de cellules dans
des eaux usées stériles jusqu'a la fin de I'expérience. Simultanément, les eaux usees non stérile
ont montré une diminution du nombre de cellules aux neuvieme et dixieme jours, ce qui peut étre

attribuée a la consommation de nutriments par d'autres organismes (Dumas et al., 1998).

Nitzschia palea a montré une forte sensibilité a la réduction de la demande chimique en
oxygene dans les eaux usées. La demande chimique en oxygéne a été réduite de 84 a 112 mg/L
avant traitement a 33 et 19 mg/L pour le milieu stérile et non stérile, respectivement, le dixiéme
jour. D'un autre c0té, le taux de suppression au premier jour était de 6 % et 22,4 % dans les
modeéles stériles et non stériles, respectivement. Il est passé a 60,8% et 83,1% le dixiéeme jour,

respectivement (Al-Hassany et al., 2021).
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IV.6. ELIMINATION DU CADMIUM PAR LES MICROALGUES CHLORELLA ET

APHANOCAPSA

Dans cette partie d’étude nous avons vise a eliminer le cadmium au moyen de deux
microalgues isolées A. zanardinii et C. vulgaris. Les microalgues isolées ont été cultivées dans le
milieu de culture avec différentes concentrations de cadmium (Cd?*), dans des conditions
aseptiques stériles afin d’éviter toute contamination bactérienne ou fongique par 1’addition de
gentamicine (antibiotique) et du cycloheximide (antifongique). Un inoculum de chaque souche a
été préleveé a partir de la phase de croissance exponentielle afin d’assurer une croissance continue

(courte phase de latence) des microalgues dans le milieu contaminé par le cadmium.

1VV.6.1. Evolution de la biomasse en fonction des concentrations en Cd

La croissance en biomasse est I’une des mesures les plus importantes, mais aussi I’une
des plus difficiles. Le nombre de cellules d’algues vivantes a subi une transformation
logarithmique en une distribution presque normale. Les mesures DO et MS ne fournissent pas
une véritable mesure du nombre de cellules algales vivantes. En effet, la méthode DO est basée
sur la distribution de la lumiere et non sur I’absorbance.

La méthode de la matiere séche échoue si I’échantillon contient d’autres particules
insolubles. De méme, la mesure de la densité optique est d’une utilité limitée si la solution n’est
pas claire. De plus, ces méthodes ne distinguent pas les cellules viables des cellules mortes. En
revanche, le comptage des cellules algales a I’aide d’une cellule de numération Thoma peut
détecter des cellules viables parmi d’autres particules solides. Cependant, cette méthode
implique des préparations importantes et nécessite chaque 24 a 48 heures pour incuber et
compter les cellules. Par conséquent, le comptage des cellules est principalement utilisé pour
recouper d’autres mesures, telles que la densité optique et la matiere séche.

Les résultats obtenus a partir de la DO nous ont permis d’estimer les quantités de A.
zanardinii et C. vulgaris respectivement (68,53+1,12) mg/L et (95,73£1,61) mg/L pour [Cd]~50
mg/L, (55,30+0,80) mg/L et (97,07+£0,06) mg/L pour [Cd]~100 mg/L, et (48,84+0,45) mg/L et
(59,13£1,96) mg/L pour [Cd]~250 mg/L (Figure 1V.17). Ces résultats ont été comparés a la DOg
(densité optique initiale) pour les deux espéces de (12,10+0,13) mg/L et (16,94+0,05) mg/L a
(101,00+0,52) mg/L et (141,40+0,21) mg/L, dans les mémes conditions expérimentales sans
apport de Cadmium (Tableau 1V.9). Les valeurs initiales de DO au début des expériences

étaient plus faibles pour les deux espéces pour toutes les concentrations de Cd?*.
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Tableau IV. 9: Evolution de la densité optique pour A. zanardinii et C. vulgaris cultivés sur

BBM liquide avec des concentrations croissantes de Cd?".

Temps DOo~ DO~ DO~ DOs~ DOo~ DO~ DOz~ DOs~

(jours) 0 mg/L 50 mg/L 100 mg/L 250 mg/L 0 mg/L 50 mg/L 100 mg/L 250 mg/L
Ji 12,10+0,13  6,28+0,88  5,91+0,42  5,18+0,73 16,94+0,05  9,30+0,69  8,93+0,12 10,03+1,62
J5 32,20£0,36  17,26+2,62 16,20+0,89 14,06+0,79 45,08+0,14  26,33+2,31 11,20+0,35  16,87+2,89
J10 51,08+0,41  29,61+0,45 27,68+0,89 23,10+0,48 71,51+0,16  44,00+1,73 32,30+0,87  24,27+3,58
Ji5 82,08+0,47  47,15+1,31 44,12+1,48 37,21+0,97 115,96+0,19 70,57+0,58 61,40+1,39  29,27+1,50
J21 99,44+0,50 64,83+0,51 62,04+1,02 42,09+1,76 139,2240,20 75,87+2,02 88,50+0,00  49,1340,64
J25 100,40+0,51 68,45+1,25 55,21+1,93 48,65+0,39 140,56+0,20 85,87+1,96 97,83+0,06  58,07+1,15
J30 101,00+0,52 68,53+1,12 55,30+0,80 48,84+0,45 141,4040,21  95,73+1,61 97,0740,06  59,13+1,96

Les courbes de croissance obtenues pour DO, Log (N) et MS étaient congruentes pour les

deux especes A. zanardinii et C. vulgaris en fonction du temps d’exposition pour chaque

concentration de Cd?*. Aprés une phase exponentielle de 21 jours, la biomasse algale atteint la

phase stationnaire pour la quasi-totalité des courbes.
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Figure IV. 17: Evolution de la densité optique des deux microalgues en fonction du temps.

(a) A. zanardinii, (b) C. vulgaris. DOy, DO1, DO et DO3 mentionnent les concentrations de
Cd?* (0, 50, 100 et 250 mg/L).

Les courbes de croissance obtenues a partir des mesures MS (Figure 1V.18) ont montré

les mémes apparences que les courbes obtenues pour DO.
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Figure 1V. 18: Evaluation de la croissance du poids de la biomasse séche en fonction du
temps. () A. zanardinii, (b) C. vulgaris. MSo, MS1, MS; et MS;z référencés aux
concentrations de Cd?* (0, 50, 100 et 250 mg/L).

Les biomasses obtenues a partir d’un poids sec initial (MSo) de (19,07+0,04) mg/L et
(24,80+0,04) mg/L pour les deux especes, a I’issue des expériences pour chaque concentration
en ions Cd?* étaient respectivement pour A. zanardinii et C. vulgaris de (23,52+0,32) mg/L et
(24,27£0,12) mg/L pour [Cd]~50mg/L, (20,88+0,35) mg/L et (22,13+0,33) mg/L pour
[Cd]~100mg/L, (17,94+0,38) mg/L et (18,89+0,22) mg/L pour [Cd]~250mg/L (Tableau 1V.10).

Tableau IV. 10: Evolution du poids de la biomasse séche des deux microalgues cultivées

avec différentes concentrations de Cd?*.

Temps MSo~ MS:~ MS: MSs~ MSo~ MS1~ MSz~ MSs~
(Jours)  Omg/L  50mg/L ~100mg/L 250 mg/L 0 mg/L 50mg/L 100 mg/L 250 mg/L

Ji 19,07+0,27 17,54+0,44 15,13+0,35 12,88+0,60 24,80+0,04 18,40+0,25 16,14+0,16 14,03+0,12

J5 20,40+0,31 18,71+0,32 15,96+0,24 13,66+0,13 26,51+0,01 18,95+0,38 17,38+0,33 14,77+0,40

J10 21,77+0,33 20,77+0,40 18,02+0,19 15,23+0,31 28,31+0,21 20,41+0,36 18,85+0,42 15,86+0,36

J15 24,19+0.35 22,34+0,32 19,31+0,28 16,33+0,27 31,45+0,05 22,24+0,42 21,2840,27 17,04+0,23

J21 25,59+0,37 22,69+0,42 21,33+0,10 17,34+0,39 33,27+0,06 23,31+0,47 22,88+0,16 18,13+0,26

J25 26,47+0,38 23,37+0,31 20,82+0,22 17,84+0,43 34,41+0,22 24,20+0,50 22,75+0,20 18,81+0,38

J30 26,91+0,38 23,52+0,32 20,88+0,35 17,94+0,38 34,99+0,06 24,27+0,12 22,13+0,33 18,89+0,22

La numération cellulaire des especes a I’aide d’une cellule de numération Thoma sous un
microscope optique est moins affectée par les erreurs. En effet, les comptages de cellules algales
sont plus cohérents en fonction des valeurs effectives des cellules vivantes (N) dans le milieu
liquide, avec des concentrations croissantes de Cd?*. Les résultats des cellules vivantes comptées
ont été transformés en Log (N) pour chaque espéce afin de simplifier la linéarisation des points
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projetés sur les courbes de croissance. Dans les algues vivantes, le temps de contact a un effet
plus important sur la capacité de biosorption.

Nous avons enregistré une augmentation progressive du nombre de cellules pour les deux
espéces par rapport a chaque concentration de Cd?* dés le premier jour de croissance pendant
quatre semaines (30 jours). Les Log(N) atteignent leurs valeurs les plus élevées apres 30 jours de

croissance dans le milieu BBM contaminé (Figure 1V.19).
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Figure 1V. 19: Croissance de la population cellulaire dans les cultures de microalgues en
fonction du temps. (a) A. zanardinii, (b) C. vulgaris. Log(N) : nombre de cellules
transformées en log. Log(No), Log(N1), Log(N-) et Log(Ns) font respectivement référence
aux concentrations en Cd?* (0, 50, 100 et 250 mg/L)

Le Log(No) initial était de (18,14+0,26)/L tandis que le nombre le plus élevé était de
(36,07£0,25)/L pour C. vulgaris, ces valeurs est plus elevé comparaison par Log(No) initial de A.
zanardinii. A la fin des expériences, pour chaque concentration en ions Cd?* log(N1), log(N2) et
log(N3) étaient respectivement pour A. zanardinii et C. wvulgaris (26,08+0,57)/L et
(29,29+0,22)/L pour [Cd]~50mg/L, (18,40+0,31)/L et (20,23+£0,14)/L pour [Cd]~100mg/L, et
(12,33£0,25)/L et (17,07£0,29)/L pour [Cd] ~250mg/L (Tableau I1V.11).

Tableau IV. 11: Evolution de la croissance des biomasses d’algues cultivées sur BBM
liquide enrichi ou non en Cd a différentes concentrations.

Temps Log(No) Log(N1) Log(N2) Log(Ns) Log(No) Log(N1) Log(N2) Log(Ns)
(Jours) ~0mg/L ~50mg/L  ~100mg/L ~250mg/L  ~Omg/L  ~50mg/L  ~100mg/L ~250mg/L
J1 15,12+0,35 12,60+0,14 10,10+0,13 6,65+0,13 18,14+0,26 14,54+0,16 12,66+0,08 10,13+0,25

J5 17,30+0,26 14,73+0,04 11,78+0,19 7,68+0,15 20,76+0,19 16,22+0,25 14,13+0,02 11,14+0,16
J10 22,75+0,32 16,83+0,06 13,36+0,14 8,11+0,17 27,30+0,24 19,04+0,19 15,33+0,46 12,48+0,21
J15 27,17+0,26 19,02+0,05 15,14+0,11 9,61+0,18 32,60+0,19 25,70+0,13 17,89+0,10 14,55+0,34
J21 29,22+0,33 24,61+0,06 18,31+0,14 11,02+0,14 36,07+0,25 27,85+0,23 22,42+0,14 16,75+0,39
J25 28,41+0,25 20,77+0,04 14,34+0,10 8,29+0,22 29,70+0,18 19,19+0,17 17,82+0,48 10,07+0,24
J30 24,29+0,25 16,08+0,08 12,40+0,08 5,33+0,20 26,54+0,19 16,29+0,12 14,23+0,14 6,07+0,29
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La figure (1VV.19) montre les mémes résultats expérimentaux en termes de nombre de
cellules vivantes dans les cultures. Cependant, la position relative des courbes de croissance
exponentielle est la méme que celles obtenues en fonction de la densité optique et du poids de la
biomasse seche. On remarque une diminution du nombre de cellules en fin de croissance, depuis
le 21°™ jour. Ce contraste apparent (la biomasse augmente alors que la population cellulaire
diminue) indique que la croissance de la biomasse d’algues viables est affectée négativement par
la longue durée d’exposition aux différentes concentrations de cadmium pour les deux espéces
étudiées. Ainsi, c’est sur la base de ces résultats que nous pouvons évaluer le taux de croissance
des cultures de la maniére la plus fiable.

Bien qu’essentielle a la compréhension et a la précision de la croissance de la biomasse,
la détermination du pmax (taux de croissance maximal) est extrémement délicate. Différents
mécanismes interviennent : assimilation, variation des stocks internes, nombre de cellules, etc.
avec de nombreuses rétroactions d’un facteur a I’autre, afin d’obtenir la valeur la plus précise de
ce taux de croissance.

Les temps de doublement de génération G sont inférieurs a 1 jour pour les algues
cultivées en BBM sans cadmium, et environ 1 jour pour la concentration initiale en cadmium (50
mg/L), et jusqu’a 3,30 jours et 1,98 jours respectivement pour A. zanardinii et C. vulgaris cultivé
en BBM avec 250 mg/L de Cd?* (Tableau 1V.12).

Les taux de croissance les plus élevés correspondent aux temps de doublement de
génération minimaux. En d’autres termes, la concentration optimale de cadmium serait choisie
en fonction de la valeur du taux de croissance maximal atteint et du temps de génération le plus

court.

Tableau IV. 12: Taux de croissance u et temps de doublement de génération G déterminés

pour les deux especes A. zanardinii et C. vulgaris pour chaque concentration de Cd.

Aphanocapsa zanardinii Chlorella vulgaris
Log(No) Log(N1) Log(N2) Log(Ns) Log(No) Log(N1) Log(N2) Log(Ns)
umax (Jours®) 0,74 0,62 0,41 0,21 0,96 0,73 0,52 0,35
G (Jour) 0,93 1,12 17 3,32 0,72 0,95 1,34 1,98

Cela signifie que les meilleurs taux de croissance exponentiels retenus de nos résultats
sont ceux de A. zanardinii (u=0,62 Jour?, G= 1,12 Jour), et C. vulgaris (u=0,73 Jour?, G= 0,95

Jour) pour la plus faible concentration en Cd (50 mg/L).
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Les taux de croissance calculés (Tableau 1V.12) pour A. zanardinii et C. vulgaris sont
inférieurs a 2,08 Jour™ ceux qui a donné par Findlay et al., (1994) pour les algues vertes dans
leur habitat non contaminé. Alors que I’on trouve d’autres travaux qui rapportent des taux pour
C. vulgaris de 1,3 a 2,5 Jour™ pour des eaux non contaminées par une pollution métallique. En
revanche, de faibles taux de croissance de (0,207-0,187 Jour™) ont été enregistrés pour cette
méme espece prélevée a partir de concentrations de Cu (200 et 500 pg/L), par rapport a celles
sans ajout de Cu (0,216-0,203 Jour™) (Li et al., 2021).

Hockaday et al. (2022), ont comparé les réponses de C. vulgaris et Scenedesmus
obliquus pour I’élimination de Cu/Cd et ont conclu que Chlorella était I’adsorbant le plus
puissant puisqu’il était capable d’adsorber les métaux plus rapidement a partir d’une solution
métallique unique et d’une solution mixte. C. vulgaris avait également une capacité de liaison
plus élevee pour les deux métaux par rapport a S. obliquus. Lorsque les métaux sont dans une
solution mixte, la présence de cuivre affecte I’adsorption du cadmium de chaque espéce d’algue.
Ceci doit étre pris en considération si C. vulgaris sera utilisé pour la bioremédiation des eaux
usées, car la présence d’autres metaux peut réduire I’efficacité de I’élimination des métaux.
Cependant, les taux de croissance obtenus a partir de nos conditions expérimentales sont

comparables a ceux trouveés dans la littérature.

1V.6.2. Taux d’élimination du cadmium

Les microalgues photosynthétiques ont la capacité de consommer des polluants comme
I’ammoniac et le phosphore, ainsi que les MLs (Morin et al., 2008, 2016), les qualifiant ainsi de
bons candidats pour I’assainissement des eaux usées. Leur utilisation dans le phycoremeédiation
des eaux usées a démarré réecemment (Chaib et al., 2021; Tiwari & Marella, 2019) lls
présentent une grande adaptabilité dans diverses conditions de croissance et compositions
d’effluents, car ils peuvent tolérer des quantités excessives de MLs.

Les taux d’élimination ont été calculés en comparant la concentration finale enregistrée et
la concentration initiale de cadmium (Tableau 1V.13). La bio-élimination du Cd?" par A.
zanardinii et C. vulgaris a été stoppée aprés 30 jours dans tous les flacons en atteignant la phase
stationnaire minimale de [Cd?*] dés le 21°™ jour (Figure 1V.20). La baisse de la teneur en Cd?*
a été améliorée par les deux espéces pour tous les traitements de bio-élimination. Les
concentrations finales étaient respectivement de 11,43+0,55 et 6,97+0,28 mg/L pour
[Cd]~50mg/L, 72,37+1,97 et 63,46+1,49 mg/L pour [Cd]~100mg/L , et 233,09+1,28 et
225+1,25mg/L pour [Cd]~250mg/L.
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Figure IV. 20: Elimination du Cd?* 4 ’aide de microalgues bleues-vertes et vertes : (a)
Aphanocapsa zanardinii, (b) Chlorella vulgaris

Des taux de bio-élimination significatifs ont été enregistrés pour C. vulgaris 86,07 %
[Cd]~50 mg/L, 36,54 % [Cd]~100 mg/L et 9,93 % [Cd]~250 mg/L. Les taux de Bioremédiation
ont également éte calculés pour A. zanardinii 75,13 % [Cd]~50 mg/L, 21,63 % [Cd]~100mg/L et
6,65 % [Cd]~250mg/L. Les taux d’élimination les plus élevés ont été obtenus pour [Cd]~50mg/L
pour les deux espéces, tandis que les taux les plus faibles ont été enregistrés pour [Cd]~250mg/L
(Tableau 1V.13). Cela conduit & conclure que plus les concentrations de Cd?* sont élevées, plus

les taux d’élimination seront faibles.

Tableau 1V. 13: Taux de bio-élimination du Cd?* a différentes concentrations en utilisant

les microalgues A. zanardinii et C. vulgaris.

Temps (Jours) [Cd] [Cd] 100 [Cd] [Cd] [Cd] [Cd]
50mg/L mg/L 250mg/L 50mg/L 100mg/L 250mg/L
Ji 50,00+0,00 100,00+0,00 250,00+0,00 50,00+0,00 100,00+0,00 250,00+0,00
J5 40,11+1,52 90,89+2,82 244,68+4,32 40,33+0,52 93,58+1,27 239,33+3,90
J10 32,48+1,94 85,93+2,66 237,52+2,46 34,07+0,55 88,97+2,38 234,33+4,56
J15 24,16+1,12 81,17+1,58 233,88+2,46 19,07+0,48 70,70+3,30 228,00+2,13
J21 12,73+0,84 78,47+2,84 233,68+0,0 7,47+0,50 6551+2,56 225,00+3,18
J25 12,48+0,59 78,40+1,27 233,38+1,31 7,37+0,34 63,66+1,37 225,25+1,68
J30 12,43+0,55 78,37+1,97 233,37+1,28 6,97+0,28 63,46+1,49 225,19+1,25
Rendements 45,4 21,63 6,65 86,07 36,54 9,93
(%)

L’élimination des MLs par les microalgues vivantes comporte deux phases (Dwivedi,

2012); 1) I’'une est rapide et la plupart du temps non affectée par I’« adsorption » du métabolisme

cellulaire, et 2) la seconde est plus lente et repose sur I’« absorption » des activités métaboliques

cellulaires.
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Les algues prelevées sur les sites pollués sont considérées comme tolérantes ou
résistantes aux MLs (Cu®*, Cd?**, Pb* et Zn*") (Zeraatkar et al., 2016). L’élimination
biologique se caractérise par I’accumulation de polluants dans des solutions aqueuses a partir de
biomasse d’algues vivantes ou non vivantes, permettant ainsi I’élimination de la contamination
de maniere respectueuse de I’environnement (Gadd, 1990) A. zanardinii et C. vulgaris, comme
toutes les microalgues photosynthétiques, ont également la capacité de réduire par biosorption de
grandes quantités de MLs dans I’eau. C. vulgaris est capable d’éliminer respectivement 69 % et
80 % des ions Ni2* et Cu?* a une concentration initiale de 2,5 ppm. Alors qu’en augmentant la
concentration initiale a 10 ppm, I’efficacité d’élimination des métaux a encore été réduite a
seulement 37 et 42 %, respectivement (Mehta & Gaur, 2001). L efficacité de la bioremédiation
dépend de la sélection des microorganismes (Dixit et al., 2015). Par exemple, C. miniata vivant
a atteint un taux d’élimination de Ni?** d’environ 85 % a une concentration initiale de 30 mg,
tandis que C. vulgaris n’a atteint qu’environ 50 % (Tam et al., 2001). Dans une autre étude, C.
pyrenoidosa a atteint une capacité d’adsorption de 70 & 98 % pour Fe®**, Cu?*, Zn?*, Cd?* et Pb?",
a une concentration initiale de 5 mg (Mahan et al., 1989). Ainsi, des taux de bioélimination plus
élevés des métaux simples ont été comparés aux mélanges de métaux (Lin et al., 2020; Pascucci
& Kowalak, 1996). Les taux d’efficacité de bioélimination des especes de cyanobacteries
comme Anabaena variabilis et Tolypthrix ceytonica ont la capacité d’adsorber/absorber les MLs
(Zn?*, Fe3*, Cu?* et Pb?*), méme a leurs concentrations élevées avec des préférences sélectives
parmi elles (El Bestawy, 2019).

Les taux d’élimination dans la culture continue d’Aphanocapsa (Microcystis) sp. pour le
Cr*4 étaient meilleures que dans les cultures discontinues (Travieso et al., 1999). Microcystis
(Aphanocapsa) a montré un potentiel de biosorption élevé a partir d’une solution aqueuse
contenant du Pb?*, du Cu?*, du Cd?* et du Zn?* (Singh et al., 2000). Cependant, Rai & Tripathi.
(2007) ont constaté que les taux d’élimination du Cd?* lorsqu’il était ajouté uniquement dans le
milieu de croissance étaient d’environ 24 a 34,2 %. Cependant, lorsqu’il s’agit d’un mélange de
Cd?* et de Cr*, les taux d’élimination de Cd?* étaient considérablement plus élevés (~65,2 %).
Le mélange entre Cd?* et Cu*? a également été testé (~59,7%) (Rai & Tripathi, 2007).

Shanab et al. (2012) ont montré que Phormidium ambiguum était le plus sensible aux
trois ions métalliques testés, bien qu’a de faibles concentrations (5 et 10 mg/L), tandis que
Pseudochlorococcum typicum et Scenedesmus quadricauda montraient une plus grande tolérance
aux niveaux élevés de métaux atteignant des concentrations de 100 mg/L. La bio-élimination des

ions de métaux lourds (Hg?*, Pb?* et Cd?*) a I’aide de P. typicum de la solution aqueuse a montré
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que les taux les plus élevés se produisaient dans les 30 premieres minutes de contact, enregistrant
97 % (Hg?"), 86 % (Cd?*) et 70 % (Pb?*).

L’élimination des meétaux lourds a Iaide de la biomasse microalgal dépend
principalement de la teneur initiale en métaux dans le milieu de croissance. Le cadmium est le
métal lourd le plus toxique résultant des eaux usées industrielles (Danouche et al., 2021; Singh
& Kumar, 2017). Plusieurs études ont rapporté que les microalgues ont des réponses différentes
au cadmium et donc différentes voies de bio-élimination. Cependant, la capacité de
Chlamydomonas reinhardtii a éliminer le cadmium a été significativement améliorée (69,8 a
90,2 % en 6h) (Pifia-Olavide et al., 2020). En revanche, Ma et al. (2021) ont étudié le potentiel
d’élimination du cadmium par Scenedesmus obliquus en suspension et de son biofilm, et ont
enregistré des efficacités d’élimination du Cd?* avec une concentration initiale de 3 mg/L de 61,8
a 91,27 %, et de 87,49 % a partir de 20 mg/L comme concentration initiale.

Ye et al., (2015) ont démontré que la capacité de bioremédiation la plus élevee de I’ion
Cd?* était de 31,45 mg/g pour un poids initial de biomasse séche de 15 g/L de Porphyra
leucosticta, a pH~8,0 et un temps d’exposition de ~120 min a partir d’une concentration initiale
de 10,0 mg/L pour le Cd?* avec un taux de bio-élimination de 70 %. Par ailleurs, la capacité
d’élimination pour un effluent industriel reel atteint 75 % des 7,6 mg/L de concentration en ions
Cd?".

IV.7. LA DEGRADATION DU PETROLE BRUTE PAR LES MICROALGUES CHLORELLA

ET APHANOCAPSA

Les déversements de pétrole se produisent frequemment dans une grande partie du
monde, ce qui a certainement un impact négatif sur I'environnement. Une bioremédiation peu
colteuse et respectueuse de l'environnement pourrait étre une alternative pour résoudre ce
probleme de pollution. Le pétrole brut est un mélange d'hydrocarbures, principalement toxigques
pour les organismes vivants. Ces derniéres années, il est devenu clair que les algues peuvent
jouer un role important dans la biodégradation des hydrocarbures nocifs du pétrole brut par leur
systéme di-oxygénase.

Le but de cette partie de notre recherche est de tester le pouvoir de la bioremédiation des
hydrocarbures (Pétrole brut) dans les eaux usées de deux microalgues isolées A. zanardinii et C.

vulgaris. Nous avons utilisé le pétrole brut comme source unique de carbone organique.
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Figure IV. 21: Dégradation du pétrole brut: A : début d’incubation. B : Emulsification du
pétrole. C : Dégradation du pétrole et production de Biomasse

Au début d’incubation les quantités de pétrole brut restent a la surface de milieu (Figure
IV.21A), aprés 07 jours les microalgues produisent probablement des bio-surfactants, qui
induisent I’émulsification du pétrole et facilite sa solubilité dans le milieu de culture et le rendent
par conséquence plus accessible au microalgues et plus facile a étre dégrader (Figure 1V.21B).
A la fin d’incubation, nous constatons une disparition du substrat dans le milieu de culture. La
quantité de pétrole brut a été donc consommeée par les microalgues aprés 28 jours d’incubation et

utilisée comme seule source de carbone et d’énergie (Figure 1VV.21C).

L’émulsification est le processus qui permet la formation d’émulsion eau/huile souvent
appelée « mousse » pendant les déversements du pétrole brut. Il s’agit d’un concept difficile a
comprendre du sort des marées noires ainsi qu’a leur nettoyage. La formation d’émulsions
modifie les caractéristiques des hydrocarbures déversés dans une large mesure. Les émulsions
stables contiennent entre 60 et 80% d'eau. La densité de I'émulsion résultante peut étre aussi
élevé que 1,03 g/ml comparaison a une densité de départ aussi faible que 0,80 g/ml (Fingas,
1995).

1V.7.1. Suivi de la croissance en biomasse

Les résultats de la croissance en biomasse mesurées par DO dans les cultures des especes
de microalgue A. zanardinii et C. vulgaris avec des différentes concentrations de pétrole brut

(1%, 0,5% et 0,1%) sont représentées dans le tableau suivant :
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Tableau IV. 14: Evolution de la densité optique pour A. zanardinii et C. vulgaris avec des

concentrations croissantes de pétrole brut.

Temps DOg(mg/L) DO;(mg/L) DO;(mg/L) DOs;(mg/L) DOo(mg/L) DO;(mg/L) DO;(mg/L) DOs(mg/L)
(Jours) ~0% PB ~1% PB ~0,5% PB ~0,1% PB ~0% PB ~1% PB ~0,5% PB ~0,1% PB
J1 12,10+0,13  50,23+0,56  30,42+0,12  47,16+1,02 16,94+0,05 19,19+0,19  26,39+0,39  15,25+0,19
J3 18,03£0,05  50,39+0,61  36,99+0,14  50,19+0,65 20,12+0,08 23,65+0,31  26,87+0,86  20,31+0,23
J5 32,20+0,36 50,99+0,26 43,36+0,17 53,99+0,12 45,08+0,14 42,38+0,21  27,12+0,72 32,09+0,37
J7 44,18+0,33  60,23+0,09  54,85+0,16  54,09+0,14 50,22+0,11 60,11+0,05  36,09+1,01  41,62+0,13
J9 50,66+0,56 71,35+0,38 56,93+1,14  56,12+0,11 62,13+0,09 70,25+0,14  44,91+0,16  45,88+1,11
Ji1 55,08+0,41  83,11+0,16  60,48+0,41  57,39+1,06 71,51+0,16 80,54+0,24  56,11+0,12  49,23+0,52
J13 65,11+0,43  84,52+0,44  71,33+0,17  58,36%1,18 80,42+0,07 92,77+0,66  63,29+1,05  54,12+0,18
J15 82,08+0,47  86,69+0,72  75,25%0,18  59,15+0,89  115,96+0,19  95,35%¢1,02  72,36x0,19  61,33+0,84
J17 91,98+0,16  88,12+0,39  81,73+0,31  63,43+1,32  120,17+0,22  110,85%1,06 81,45%0,34  78,16+1,02
J19 95,34+050  90,24+0,41  85,65+0,18 67,56+0,47  122,09+0,15 112,09+1,13 90,76+0,39  79,07+0,23
J21 99,44+0,53  94,19+0,50  89,11+0,22  74,11+#1,09  139,22+0,20  113,16+0,98 91,33+x2,03  79,53+0,14
J23 100,16+0,51  94,66+0,50  90,39+0,43  81,79+0,37  140,49+0,19  113,09+0,83 92,52+0,56  80,20+0,05
J25 100,40+0,51  95,12+0,39  90,47+0,35  81,86+0,42  140,56+0,23  113,45x0,72 93,13+0,74  80,21+0,32
J28 101,33+0,54  95,36+0,18  90,66+0,32  81,97+0,63  141,36%0,21  110,12+0,16 93,15+0,33  80,25+0,16

La figure (IV.22) montre une progression de la densité optique de C. vulgaris et A.
zanardinii du J1 a J28, d’une valeur minimale de (19,19+0,19) mg/L et (50,23+0,56) mg/L pour
atteindre une valeur maximale de (110,12+0,16) mg/L et (95,36+0,19) mg/L respectivement chez
les microalgues cultivées a 1% de pétrole brut, et une valeur minimale de (15,25+0,19) mg/L et
(47,16£1,02) mg/L a une valeur maximale de (80,25+0,13) mg/L et (81,97+0,63) mg/L
respectivement chez les microalgues cultivées dans une concentration de 0,1% de pétrole brut.
Ces résultats ont été comparés a la DOg (densité optique initiale) pour les deux espéces
(12,1040,13 a 110,33+0,54) mg/L et (16,94+0,05 a 141,3640,21) mg/L de A. zanardinii et C.
vulgaris respectivement, dans les mémes conditions expérimentales sans apport de pétrole brut
(Tableau 1V.14).
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Figure 1V. 22: Effet de la variation de la concentration du pétrole brut sur la densité
optique du A. zanardinii et C. vulgaris.

Les résultats obtenus a I’aide de la densité optique (DO) de I’effet de la variation de
la concentration du pétrole brut sur la croissance de nos deux especes de microalgues C.
vulgaris et A. zanardinii montrent que la concentration de la biomasse est proportionnelle a
la concentration du substrat (pétrole brut) dans le milieu de culture. Nous remarquons que
vers la fin de I’incubation, la croissance des microalgues commence a diminuer apres une
phase exponentielle de 23 jours, ou la phase stationnaire commence a s’installer dans les
mini fermenteurs contenant les concentrations les plus faibles en pétrole brut (0,1% et
0,5%). Alors que pour la concentration la plus élevée du pétrole (1%), elle représente la
meilleure croissance en biomasse pour les deux especes, nous remarquons un
ralentissement dans la croissance des microalgues puis 1’apparition de la phase stationnaire
dans toutes les cultures. Cette différence est due a I’épuisement du substrat (le pétrole brut)
dans le milieu de culture qui est utilis¢ comme seule source de carbone et d’énergie.

Les résultats des cellules vivantes comptées a ’aide d’une cellule de numération de
Thoma distinguent les cellules viables des cellules mortes, on donne les mémes allures des
courbes mais avec une concentration en biomasse moins ¢levée a la fin de 1’incubation par
apport a la méthode DO. Cette comparaison entre les différentes méthodes de mesure de la

croissance en biomasse sert a bien étudier la capacité de bioremédiation.
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Tableau 1V. 15: Evolution de la numération cellulaire Log (N) pour A. zanardinii et C.

vulgaris avec des concentrations croissantes de pétrole brute

Temps Log(No) Log(N1) Log(N2) Log(Ns) Log(No) Log(N1) Log(N2) Log(N3)
(Jours) ~0% PB ~1% PB ~0,5% PB ~0,1% PB ~0% PB ~1% PB ~0,5% PB ~0,1% PB
J1 15,12+0,35 14,11+0,22 12,23+0,02 9,85+0,26  18,14+0,26 17,49+0,06 14,82+0,03 10,26+0,02

J3 15,15+0,04 14,13+0,01  12,66+0,04 9,93+0,08 18,29+0,25  17,73+0,12  14,89+0,18  10,64+0,04

J5 17,30+0,03  15,15+0,03  13,77+0,07  10,76+0,07  20,76+0,19  19,12+0,24 16,05+0,15  12,13+0,07

J7 19,34+0,01 20,42+0,08  18,79+0,06  13,12+0,06  23,17+0,13  21,39+0,36 18,55+0,07  15,34+0,10

J9 21,63+0,05 23,59+0,08 22,68+0,05  19,16+0,14  25,13+0,11  23,51+0,13 21,63+0,56  18,38+0,11

Ji1 23,82+0,44  27,94+0,04  26,14+0,41  21,19+0,05  28,18+0,21  25,22+0,23 24,19+0,05  19,45+0,13

Ji3 25,22+0,56  29,28+0,05  28,24+0,17  23,22+0,09  30,33%0,24  27,64+0,16 25,27+0,19  20,15%0,19

Ji15 27,17+0,26  30,27+0,11  29,15+0,18  25,31+0,03  32,60+0,19  28,35+0,08 26,23+0,25  23,64+0,22

J17 27,35+0,45 30,26+0,03  29,27+0,03  25,39+0,11  34,84+0,015 28,34+0,18 26,48+0,16  23,69+0,13

J19 28,48+0,11  30,20+0,04  29,22+0,05  25,52+0,13  35,51+0,06  28,58+0,11 26,55+0,26  23,73+0,31

J21 29,22+0,33  28,97+0,08  28,31+0,17  22,63+0,18  36,07+0,25  26,91+0,36 24,73+0,17  20,79+0,51

J23 28,83+0,22  27,21+0,02  27,32+0,19  21,66+0,15  30,16+0,25  24,43+0,52 23,78+0,09  18,18+0,21

J25 28,41+0,25 26,79+0,09  24,35+0,43  20,72+0,12  29,70+0,19  25,43+0,32 22,83+0,14  16,81+0,19

J28 25,09+0,26  23,48+0,92 22,34+0,41 20,23+0,22  26.74+0,17  21,36%0,48 20,78+0,39  16,91+0,23

Le nombre des cellules viables le plus élevé était trouvé pour la concentration de 1% de
pétrole brut pour les deux espéces. La phase de latence a duré de 3 jours et la courbe de
croissance a montré une augmentation graduelle du nombre de cellules jusqu'au 2™ jour. La
cellule a besoin d’un temps d’adaptation aux nouvelles conditions de culture qui lui est appliquée
et la croissance est tres faible durant cette phase.

Par la suite, 'augmentation était rapide du 3°™ au 7°™ jour. Les cellules ont accumulé
suffisamment de composés intracellulaires et ont doublé leur matériel génétique. La population
commengait a croitre. Les cellules meres se divisent donc en deux cellules filles identiques
contenant chacune la moitié du contenu de la cellule mere, et qui par la suite se divisera elles-

mémes en deux.
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Ensuite, du 7°™ au 15°™ jour la croissance des algues présentait une allure exponentielle.
La vitesse de croissance de la culture reste constante et maximale. Les conditions du milieu sont
optimales pour la croissance cellulaire.

La croissance des algues a été stationnaire du 15°™ au 21°™ jour pour la concentration en
PB de 1% et 0,5% pour A. zanardinii et du 15°™ au 19°™ jour C. vulgaris a ces mémes deux
concentrations. La vitesse de croissance diminue. Cependant tant que les cellules possédent des
produits de stockage leur permettant d’alimenter leur métabolisme, elles survivent. La quantité
des cellules qui se reproduisent est égale a la quantité de cellules qui meurent ce qui conduit a
une concentration cellulaire constante.

Le Log(No) initial était de (15,12+0,44)/L et (18,14+0,26)/L tandis que le nombre le plus
élevé Log(No) était de (29,22+0,33)/L et (36,07+0,25)/L pour A. zanardinii et C. vulgaris
respectivement. A la fin des expeériences, pour chaque concentration en PB log(N1), log(N2) et
log(N3) étaient respectivement pour A. zanardinii et C. vulgaris (23,48+0,92)/L et
(21,36+0,48)/L pour [PB]~1%, (22,34+0,41)/L et (20,78+0,39)/L pour [PB]~0,5%, et
(20,23£0,22)/L et (16,91+0,23)/L pour [PB] ~0,1% (Tableau 1V.15).
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Figure IV. 23: Effet de la variation de la concentration du pétrole brut sur les nombres les

cellules viable du A. zanardinii et C. vulgaris.

Les taux de croissance maximale (umax) et le temps de doublement de génération G

calculé au cours de cette expérience étaient regroupés dans le tableau (1V.16)
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Tableau 1V.16: Taux de croissance p et temps de doublement de génération G déterminés
pour les deux espéces A. A. zanardinii et C. vulgaris pour chaque concentration en PB (1%,
0,5% et 0,1%)

Log(No) Log(N1) Log(N2) Log(Ns) Log(No) Log(N1) Log(N2) Log(N3)
pmax (Jours?) 0,97 1,23 1,83 1,52 1,19 1,04 1,41 1,03
G (Jour) 0,31 0,24 0,16 0,19 0,25 0,28 0,21 0,29

Les temps de doublement de génération sont tous inférieurs a 1 jour pour les algues

cultivées dans les milieux de culture et dans les différentes concentrations en PB.

Nous avons remarqué que les meilleurs taux de croissance exponentiels retenus de nos
résultats sont ceux de A. zanardinii (u=1,83 Jour?, G= 0,16 Jour), et C. vulgaris (u=1,41 Jour?,
G= 0,21 Jour) pour la concentration en PB de (0,5%).

1VV.7.2. Evaluation du rendement

Lors du calcul des rendements de 1’élimination du pétrole brut pour chaque espéce nous

avons trouvé les valeurs ci-dessous :

Tableau 1V.17: Taux de bio-élimination du pétrole brut a différentes concentrations en

utilisant les microalgues A. zanardinii et C. vulgaris.

[PB] mg/L Aphanocapsa zanardinii Chlorella vulgaris
0,1 50,6 85,63
0,5 43,42 71,02
1 79,12 88,6
Tm 99,81 99,45

Des taux de bio-élimination significatifs ont été enregistrés pour C. vulgaris 85,63 %
[PB]~0,1%, 71,02 % [PB]~0,5% et 88,6 % [PB]~1% et pour A. zanardinii 50,6 % [PB]~0,1%,
43,42 % [PB]~0,5% et 79,12 % [PB]~1%. Les taux d’élimination les plus élevés ont été obtenus
pour [PB]~1% pour les deux especes, tandis que les taux les plus faibles ont été enregistrés pour
[PB]~0,5% (Tableau 1V.13).

Selon Li et al. (2020), qui ont utilisé une quantité de PB initial de 2 g dans 100 mL de
milieu (2%). L’huile résiduelle aprés biodégradation était de 1,331 g. Ainsi, le taux de
dégradation du I’huile brut a I’aide des bactéries apres la sixiéme sous-culture était de 33,5 %.
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Les ratios n-C17/pristane et le n-C18/phytane ont diminué de 0,61 et 0,49 dans le pétrole brut a
0,42 et 0,32 dans I'huile résiduelle, soit une réduction de 31,1 % et 34,5 %, respectivement.
Cependant, le ratio pristane/phytane n'était pas manifestement modifié. Le résultat démontre que
les n-alcanes ont été dégradés préférentiellement.

Dans I’étude de Hamouda et al. (2016), Anabaena oryzae et Chlorella kessleri ainsi que
son consortium pourrait se développer a différentes concentrations de pétrole brut (0,5, 1 et 1,5
%) sous conditions mixotrophe et améliorer la biodégradation du pétrole brut. Cependant, 1% de
pétrole brut était la concentration optimale pour leur croissance maximale. La teneur en
chlorophylle-a de C. kessleri, A. oryzae et son consortium a augmenté deés le premier jour
d'incubation avec 0,5 et 1% de concentration de pétrole brut jusqu'a 14°™ jours. Alors que la
teneur en chlorophylle-b du consortium diminué a différentes concentrations de pétrole brut
aprés 14 jours. Tandis que les expériences d’EI-Sheekh et al. (2013) ont éte realisées en
incubant des cultures d'algues avec (0,5, 1, 1,5 et 2 %) de pétrole brut, pour période d'incubation
de 15 jours dans des conditions heterotrophes. Ils ont été constaté que Scenedesmus obliquus et
Chlorella vulgaris a retenu le taux de biodégradation le plus élevé du pétrole brut lorsque 0,5 et
1 % d'huile ont été appliqués (qui est similaire a que nous avons obtenu dans notre étude avec A.
zanazdinii et C. vulgaris). La plus forte croissance de S. obliquus a été observée avec 0,5 % de
pétrole brut; alors qu'il était enregistré a 2% pour C. vulgaris, dans les mémes conditions
hétérotrophes. Les deux algues Scenedesmus obliquus et Chlorella vulgaris pourraient se
développer et dégrader efficacement le pétrole lorsqu'il est incubé avec de faibles concentrations
d'huile.

Sur la base des résultats obtenus par 1’étude de Ghodrati et al. (2021), les traitements au
pétrole brut (0,02 et 1%) ont conduit & un niveau d'expression relativement élevé de
lipoxygénase (lox) chez Scenedesmus dimorphus par rapport aux conditions témoins. De plus, le
temps d'incubation a affecté de maniére significative l'expression relative de ce géne dans les
algues traitées a I'huile et non traitées. Les résultats de cette recherche ont indiqué que S.
dimorphus a un potentiel élevé d'amélioration de l'activité enzymatique sous traitement au
pétrole brut.

La caractérisation de la microalgue par Ugya et al. (2021) montre la capacité du biofilm
de microalgues a adsorber les polluants dans l'eau contaminée par le pétrole, en raison de la
présence de microspores et plus grande surface des cellules de la microalgue formant le biofilm
ou en raison de l'efficacité d'absorption des substances polymeéres extracellulaires (EPS).
L'analyse des parameétres phyto-chimiques du biofilm de ces microalgues montrent I'implication

des composants chimiques dans la dégradation des polluants et la réponse anti-oxydante des
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microalgues pour combattre I’effet oxydant résultant de I'exposition de la microalgue a l'eau
contaminee.

Dans le travail de Kuttiyathil et al. (2021), le taux de croissance spécifique (umax) de
Chlorella vulgaris pour chaque concentration initiale d'huile a été déterminé et s'est avéré
augmenté avec l'augmentation de la concentration initiale en huile. Les résultats de cette étude
montrent clairement le potentiel d'utilisation des microalgues pour la remédiation de I'huile
émulsionnée a des taux de concentrations relativement élevés. Par exemple, a 30 °C, le taux de
croissance spécifique, p est passé de 0,477 a 0,784 par jour lorsque la concentration d'huile a
augmenté de 57 & 222 mg/L. A 30 °C, l'effet de la concentration du substrat concorde avec celle
de la croissance des microalgues, alors qu'a 40 °C, la baisse de la concentration en huile diminue
avec l'augmentation de la concentration. Les résultats ont été ajustés a un modele de cinétique
Monod modifieé qui utilisait une zone inter-faciale spécifique comme I’influence du substrat au

lieu de la concentration réelle.

Xaaldi Kalhor et al., (2016, 2017) ont été mise en culture de Chlorella vulgaris a un
environnement pollué par le pétrole brut pour la production de biodiesel. Les concentrations
prévues étaient de 10 et 20 grammes par litre (pétrole brut/eau) en deux fois a deux durées
expérimentales de (7 et 14 jours). Les résultats ont montré que la croissance de C. vulgaris était
améliorée dans les eaux usées et la quantité maximale de masse séche et d'huile a été produite
dans la concentration la plus élevée de pétrole brut (0,41 g et 0,14 g respectivement). La masse
seche a été portée a environ 7% en doublant le temps et l'augmentation du rendement en huile
était de 8% (Xaaldi Kalhor et al., 2016). Les résultats obtenus par Xaaldi Kalhor et al. (2017),
montrent que C. vulgaris possédait non seulement des quantités considérables résistance contre
les polluantes, mais aussi de grandes capacités de remédiation des hydrocarbures de pétrole brut
(~94% des composes légers et ~88% des composeés lourds en 14 jours). Curieusement, le poids
sec de C. vulgaris a augmenté par I’augmentation de la concentration de pétrole brut indiquant
I'effet positif du pétrole brut sur la croissance des espéces d'algues. Ce processus de

biodégradation est remarquablement une progression continue sur une période de temps.

Znad et al. (2018), ont rapporté que le traitement des effluents pétroliers (EP) avec
Chlorella sp., complétement éliminé le phosphore apres 13 jours, réduit I'azote de 78 % et réduit
la DCO de 504 mg/L a 144 mg/L. Cependant, le traitement des effluents pétroliers avec
Chlorella sp. augmente initialement la biomasse, mais a long terme, commence a étre toxique et
inhibe la croissance. La nature et la concentration du pétrole brut, ainsi que ses constituants,

influencent grandement la croissance et I'élimination de Chlorella. Par exemple, l'utilisation de
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Water-Accommodated fraction (WAF) dérivée du diesel est plus toxique pour la Chlorella que le
diesel car elle contient de nombreux hydrocarbures de faible poids moléculaire (LMW-HC), qui
peuvent endommager les cellules membranes et affectent la production de pigments protecteurs,
comme rapporté par Ramadass et al. (2017).

Les bactéries dominantes dégradant les hydrocarbures pétroliers ont été déplacées
d’Arcobacter dans l'eau de production vers Pseudomonas aprés la premiére sous-culture, puis
vers Bacillus apres la sixieme sous-culture. Les groupes hétéro-atomiques du pétrole brut ont été
biodégradés simultanément avec des alcanes normaux et des alkyl-cyclohexanes. L'ajout des
nutriments a entrainé une croissance microbienne, un déplacement de la communauté

microbienne et une dégradation microbienne accrue (L.i et al., 2020).
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CONCLUSION GENERALE

Cette étude s’inscrit dans une optique de la biotechnologie et du développement durable,
de matériaux recyclables et de protection des milieux naturels récepteurs. L’utilisation des
microalgues dans différents domaines est devenue de plus en plus large, notamment dans le
domaine de traitement des eaux usées grace a leur pouvoir de bioaccumulation des nutriments et
des métaux lourds. C’est dans ce secteur que notre travail se situe, en raison de leur caractére
ubiquiste, les microalgues s’offrent comme une solution biotechnologique prometteuse dans une
optique de durabilité environnementale et dans la mise au point de bioprocédés, il a eu pour but
de montrer I’'importance des microalgues dans le domaine de traitement des eaux, dont l'objectif
principal est de fournir une solution a double avantages et qui répond a la fois aux deux défis
majors : la protection de l'environnement par la dépollution et de montrer le réle des microalgues
dans le domaine de traitement des eaux usées, en abordant des exemples d’études scientifiques
sélectionnées qui nous ont permis de mettre en évidence le pouvoir bio-accumulateur des algues
microscopiques étudiées car en dépit de leur faible concentration, ces éléments bioaccumulables
présentent un risque de toxicité a moyen et a long terme. Il faudrait donc envisager leur
élimination. Il consiste aussi a étudier I'effet du milieu de culture enrichi par les métaux lourds et

les facteurs nécessaire pour la culture des microalgues sur la croissance de ces derniers.

Cette étude fournit aussi des connaissances préecieuses sur les caractéristiques
physicochimiques de [I’écosystéeme aquatigue du golfe de Skikda. Les parameétres
physicochimiques de I’eau effectués in situ sur les trois sites de préléevement sont : le pH, la
Température (T), la Conductivité Electriqgue (CE), Oxygéne dissous (O: dis), ont été réalisé
grace a un appareil multi-paramétre portable de terrain modele HANNAHi HI9829. Alors que les
autres parametres tels que : les Matiere En Suspension (MES), la Demande Chimique en
Oxygéne (DCO), la Demande Biochimigue en Oxygéne (DBOs), le Carbone Organique Totale
(COT), les Hydrocarbures Totaux (HT), les Phosphates (PO4*), les Nitrites (NO2), les Nitrates
(NO3) sont analysés au niveau du laboratoire d’analyse environnementale du centre de recherche
en biotechnologie (CRBt) a Constantine. Les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP)
sont effectués au niveau du laboratoire d’analyse de GL1K-SONATRACH-SKIKDA.

Elle a comme principale objectif d’étudier des capacités de 1’élimination des différents
polluants organiques et minérales tels que : les phosphates, 1’azote, les métaux lourds et les
hydrocarbures contenus dans les eaux usées synthétiques et industriels par un procédé biologique

qui consiste dans I’utilisation des microalgues brunes (les diatomées) (Nitzschia sp.), des
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microalgues vertes (Chlorella vulgaris) et des microalgues bleue-vertes (Aphanocapsa

zanardinii), dans un photobioréacteur en mode Fed-batch congu par nous-mémes au laboratoire.

Dans un premier temps, nous avons cultivé les diatomees (Nitzschia sp.), les microalgues
vertes (Chlorella vulgaris) et les microalgues bleue-vertes (Aphanocapsa zanardinii) dans un
milieu de culture spécifique (WCM, BG11 et BBM) respectivement. A partir de la culture finale
des diatomées (Nitzschia sp.) dans ce milieu de culture spécifique, nous avons repiqué un
prélevement pour I’ensemencer dans un nouveau milieu de culture qui est I’eau usée synthétique.
Cette étape a pour but de sélectionner les espéces tolérantes a la pollution responsables de la
dégradation des matieres organiques carbonées, azotées et phosphorées de notre eau usée
artificielle. Pour I’élimination du cadmium a des concentrations de (50, 100, 250) mg/L en
utilisant séparément C. vulgaris et A. zanardinii. La bio-élimination du pétrole brut a (0,1, 0,5 et
1) % a été réalisée par ces deux derniéres souches en utilisant le pétrole brut comme source

unique de carbone et d’énergie.

Dans les trois milieux de culture spécifique (WCM, BBM, BG11) et dans I’eau usée nous
avons suivi I’évolution de la concentration en biomasse de nos espéces microalgales isolées en
fonction du temps, de la conductivité et de I’O2 dissous. Les résultats du dénombrement des
microalgues montrent que la croissance en biomasse augmente au cours du temps en fonction de

I’augmentation du volume de culture et avec la diminution de la conductivité et de 1’02 dissous.

Les résultats des analyses physicochimiques réalisées de notre eau usée synthétique ont
montré que les valeurs obtenues de ces parametres étaient supérieures aux normes algériennes de
rejet des eaux usées urbaines et industrielles et ne conviennent pas d’étre rejetées dans le milieu
naturel récepteur, et doivent impérativement faire I’objet d’une épuration biologique tout a fait

écologique afin d’éviter la contamination du milieu aquatique.

Les résultats des rendements épuratoires ont mis en évidence 1’efficacité de notre
photobioréacteur en mode Fed-batch fonctionnant avec une culture des microalgues Nitzschia
dans les eaux usées synthétique de I’¢limination de la pollution carbonée, azoté et phosphorée
dans des conditions opératoires optimales. La mise au point de notre photobioréacteur a permis
d’obtenir un abattement significatif des paramétres de pollution suivants : la DCO la DBOs avec
des taux de rendements de 80,27% et 58 % respectivement. Les rendements de I’élimination du
phosphore et de 1’azote sont comme suit : pour les [PO+>] un rendement de 71,91%, pour les
nitrites [NO2] un rendement de 43,27% et pour les nitrates [NO3] un rendement de 98,47%.
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Les résultats obtenus ont montré aussi que les deux microalgues A. zanardinii et C. vulgaris ont
une capacité significative a éliminer le cadmium avec des taux d’élimination significatifs en
utilisant séparément A. zanardinii (75,13%) et C. vulgaris (86,07%) a la concentration en Cd?*
de 50 mg/L. Et d’autre part, nous avons vérifi¢é I’efficacité des ces deux microalgues
phototrophes pour éliminer le pétrole brut des eaux usées des raffineries. On obtient les bons
rendements: (79,12%) et (88,6%) a la concentration en pétrole de 1% pour A. zanardinii et C.
vulgaris respectivement.

L’ensemble des résultats obtenus montrent que I’application du photobioréacteur en
mode fed-batch dans le traitement biologique de notre eau usée synthétique par une culture de
Nitzschia sp, est apte a I’élimination de la charge organique. Ils ont confirmé aussi que les
microalgues C. vulgaris et A. zanardinii, ont un pouvoir de biodégradation de métaux lourds et
de pétrole brut tres intéressant, et cela peut étre expliqué par le fait que ces espéces ont été
isolées a partir des sites exposés aux rejets des eaux usées de la raffinerie pétroliére de la wilaya
de Skikda. Autrement dit, les especes qui ont fait objet de culture étaient déja des especes

adaptees a ce type de contamination.
PERSPECTIVES

En perspective, cette conception de PBRT doit étre optimisée pour pouvoir traiter une eau
usée a une charge plus importante. Et pour étre adaptée a I'échelle industrielle, en raison de son
colt relativement faible par rapport a d'autres processus biologiques de traitement des eaux
usées. L’avantage de cette technologie est également la récupération de la biomasse algale a la
fin du processus et la production des différentes substances a valeur ajoutée. Elle peut étre
appliquée comme une alternative pour la plupart des procedés physiques et chimiques employés
au niveau des stations d’épuration de la raffinerie de Skikda. On peut considérer que le
traitement de I’eau par les microalgues est une méthode moderne, efficace et facile, et moins

cher trées recommandées dans le domaine de traitement des eaux usées.
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