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Résumé
Les rejets des industries du textile et les eaux usées urbaines drainent de grandes quantités de
colorants et de métaux lourds qui représentent un risque potentiel de santé publique.
L’objectif de cette étude c’est de proposer un traitement d’assainissement de ces eaux basé sur
I’utilisation de nanochitosanes issus de chitine extraite des déchets de crevettes (carapaces) et
de biofilms élaborés avec des souches bactériennes isolées localement a partir de criquet
pélerin. Le principe de cette dépollution des eaux repose sur le phénomeéne de 1’adsorption. La
méthodologie adoptée a consisté a analyser le chitosane par microscopie électronique a
balayage, par infra rouge de Fourier, en déterminant le degré de désacétylation et le potentiel
zéro ; identifier par PCR les souches isolées et évaluer leur capacité a produire des
exopolysaccharides générateurs de biofilms. Les biomatériaux préparés ont été testés pour
leur pouvoir d’adsorption de colorants (rouge congo, bleu de méthyléne) et de métaux lourds
(nickel, cobalt) en fonction du temps, du pH et de la concentration en ces polluants dont la
cinétique d’adsoprtion a été suivie selon le pseudo premier et second ordre, ainsi que selon le
modéle de diffusion intraparticulaire. Les résultats obtenus indiquent que 1’élimination des
polluants est trés efficace et rapide dans les 30 premiéres minutes, avec des pH optimaux
d’adsorption du bleu de méthyléne et du rouge congo par le chitosane ¢gaux a 4 et a 6,
respectivement ; tandis que 1I’élimination du nickel par le nanochitosane est meilleure a pH 9.
L’¢étude de la cinétique d’adsorption a montré que le processus d’adsorption s’effectue selon
le modele pseudo second ordre pour tous les polluants. Les isothermes d’adsorption de
Freundlich et de Langmuir ont permis de décrire le phénomeéne d’adsorption des polluants qui
ont éte quasi totalement éliminés. En conclusion, il apparait que le chitosane, le nanochitosane
et les biofilms sont efficaces pour I’adsorption des colorants et des métaux lourds. L’ensemble
des observations faites dans ce travail constituent un argument en faveur de 1’utilisation de

biomatériaux locaux sans valeur marchande pour I’assainissement des eaux usées urbaines.

Mots clés : Adsorption, biofilms, chitosane, nanochitosane, eaux usées, dépollution.
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Abstract
Discharges from textile industries and urban wastewater drain large amounts of dyes and
heavy metals which represent a potential public health risk. The objective of this study is to
propose a sanitation treatment of these waters based on the use of nanochitosans from chitin
extracted from shrimp waste (shells) and biofilms produced with locally isolated bacterial
strains from Desert Locust. The principle of this water depollution is based on the
phenomenon of adsorption. The methodology adopted consisted in analyzing the chitosan by
scanning electron microscopy, Fourier infrared, determining the degree of deacetylation and
the zero potential; identify by PCR the isolated strains and evaluate their capacity to produce
exopolysaccharides which generate biofilms. The biomaterials prepared were tested for their
adsorption power of dyes (congo red, methylene blue) and heavy metals (nickel, cobalt) as a
function of time, pH and concentration of these pollutants for which the kinetics of adsorption
was monitored according to the pseudo first and second order, as well as according to the
intraparticle diffusion model. The obtained results indicate that the removal of pollutants is
very efficient and rapid in the first 30 minutes, with optimal pH for absorption of methylene
blue and Congo red by chitosan equal to 4 and 6, respectively; while the elimination of nickel
by nanochitosan is better at pH 9. The study of the adsorption kinetics has shown that the
adsorption process takes place according to the pseudo second order model for all pollutants.
The Freundlich and Langmuir adsorption isotherms have made it possible to describe the
phenomenon of adsorption of pollutants which have been almost completely eliminated. In
conclusion, it appears that chitosan, nanochitosan and biofilms are effective for the adsorption
of dyes and heavy metals. All the observations made in this work are in favor of the use of

local biomaterials with no market value for urban wastewater treatment.

Keywords: Adsorption, biofilms, chitosan, nanochitosan, wastewater, depollution.
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Introduction

L’eau est un partenaire quotidien de I’homme qui 1’utilise pour satisfaire ses besoins
quotidiens de consommation et d’hygi¢ne. Elle sert de boisson, a la cuisson des aliments, la
production alimentaire et la transformation des produits, [’hygiéne corporelle,
I’assainissement du cadre de vie, la production d’¢lectricité et 1’usage récréatif, en a

I’irrigation en agriculture, ainsi qu’elle est indispensable dans différentes industries.

Du fait de la croissance démographique, de [’accroissement des besoins pour
I’agriculture et 1’industrie, du changement des habitudes de consommation, de I’expansion
des réseaux d’approvisionnement en eau, des changements climatiques, la demande en eau,
dans son ensemble, augmente (Quist-Jensenet al., 2015; Falizi et al., 2018). La planéte terre
renferme enore beaucoup d'eau. Sur les 70% de surface de la planéte qu’occupe ’eau, il y a
seulement une petite partie de cette eau qui est convenable pour la consommation humaine ou
’usage agricole (approximativement 0.5% de toute 1'eau de la planete) (Lindberg, 1997).
Cette petite fraction d’eau douce doit pourtant satisfaire I’ensemble des besoins de I’humanité

(Jeppsson, 1996).

Depuis I’antiquité, la qualité de I’eau a été un facteur important pour assurer la santé
humaine. Aujourd’hui, un des problémes environnementaux les plus graves c¢’est la pollution
de I’hydrosphére, qui est accentuée par les activités humaines. Partout dans le monde, la
qualité de I’eau est en détérioration par des déchets industriels de nature chimique. Parmi les
polluants qui représentent un risque potentiel pour la nature, on trouve les colorants et les
métaux lourds, qui sont des micropolluants qui entrainent des nuisances méme en faible
guantité parce que leur toxicité se développe par une bioaccumulation. En effet les
collectivités locales sont confrontées a des problémes de traitement des eaux des rejets
domestiques et industriels chargés par des polluants nefastes ayant un effet mutagene et
cancérigeéne. Pour cela, la nécessité d’un traitement adéquat des eaux usees contribuerait a

I’amélioration de la qualité de ces eaux polluées.

Devant cette situation, il existe des procédes de traitement biologiques, physiques et
chimiques ou mixtes ont été employés afin de réduire tant bien que mal la concentration
encolorant et en métaux lourds. Mais le probléme qui se pose c’est le colit ¢élevé de ces
traitements. C’est pourquoi, des investigations sur de nouveaux procédés plus efficaces et

moins coliteux seraient intéressantes. C’est ainsi que les recherches se sont alors orientées
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vers des procédes de traitement faisant appel a des matériaux naturels moins codteux tels que
la chitine et le chitosane qui sont leshiopolyméres les plus attractifs économiquement dans le
traitement des eaux usees en raison de leurs propriétés intrinseques et de leur abondance. De
plus, ils sont biodégradables et biorésorbables, deux propriétés primordiales a notre époque ou

la protection de I’environnement devient obligatoire.

La biosorption par les biofilms bactériens est un processus dans lequel certains
microorganismes, vivants ou morts, peuvent se lier et concentrer les polluants a partir de
solutions aqueuses (Naja et Volesky, 2006). Les mécanismes de biosorption peuvent
impliquer une absorption et un stockage intracellulaires via des systémes actifs de transport
cationique, une liaison de surface ou les mémes mécanismes non identifiés. Les
caractéristiques chimiques et biologiques de ces processus d'absorption sont importantes pour
comprendre le réle des ions métalliques dans les fonctions cellulaires de base et aussi pour la
détoxification des effluents industriels pollués par les métaux par application de biomasse
(Acosta et al., 2005). Les microorganismes ont un rapport surface-volume élevé en raison de
leur petite taille et peuvent donc fournir une grande interface de contact, qui interagirait avec

les charges des ions du milieu environnant (Zouboulis et al.,2004).

L’adsorption est 1’'une des techniques les plus adoptées pour cette élimination de
polluants, a cause de sa grande capacité d’épurer les eaux contaminées. Le chitosane est
I’adsorbant le plus couramment utilisé, et nécessite en plus une régénération, constituant un
facteur limitant. Ceci a donc encouragé des travaux de recherche. En effet la performance et
I’efficacité de cette technique d’adsorption dépend d’une fagcon prépondérante de la nature du

support utilisé comme adsorbant, son co(t, son abondance, sa régénération, etc...

Dans ce travail, il s’agit de tester des biomatériaux issus des carapaces des crustacées
(chitosane et nanochitosan), et des biofilms bactériens formés a partir des bactéries isolées du
Criquet Pélerin de la wilaya de Tiaret, afin d’éliminer des polluants organiques et

inorganiques, particulierement des colorants et des metaux lourds.

Le présent manuscrit est structuré en trois chapitres dont le premier est consacré a une
revue bibliographique traitant des généralités sur la pollution de 1’eau et les procedés de
traitement des eaux usées chargées en colorants et en métauxlourds, ainsi que des
informations générales sur les adsorbants utilisés dans cette étude (chitosane, nanochitosane et

les biofilms).
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Le deuxieme chapitre décrit le protocole expérimental exécuté et les différentes
méthodes utilisées dans la préparation et I’analyse des adsorbants, ainsi que dans les essais

d’adsorption des colorants et des métaux lourds par les biomatériaux.

Dans le troisieme chapitre, nous présentons I’essenticl de nos résultats que nous
confrontons a ceux publiés auparavant par d’autres chercheurs avant de conclure et d’évoquer
les perspectives ouvertes par cette problématique en matiere de dépollution étendue a d’autres

substances et a d’autres sites.
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Chapitre I: Généralités sur la pollution de I’eau et les procédés de
traitement des eaux usées chargées en colorants et en méetaux
lourds

I.1. La pollution de I’eau

Avec le développement industriel, les problémes de pollution de I'eau ont pris un tour
d'abord régional puis continental et désormais, maintenant, il est mondial. Une grande
quantité d'eau est polluée par les usages industriels, agricoles ou encore domestiques.
L'industrie utilise de grandes quantités d'eau mais le principal probléme tient a ce que la
majeure partie de cette eau retourne a la nature, polluée car chargée de déchets, de produits
chimiques et de métaux lourds. Plus de 85% de I'eau consommee par l'industrie sont retournés
a la nature sous forme d'eau usée (Gupta, 1992). Des évaluations récentes ont permis de
rapporter que les principaux polluants de I'eau sont les effluents d'égout, les nutriments, les
métaux toxiques rejetés par les industries en activité et surtout les installations miniéres
abandonnées ainsi que les produits chimiques utilisés dans l'industrie et en agriculture
(PNUE, 1991).

La lutte contre cette pollution est d'autant plus difficile car elle est diluée dans I'eau et
souvent invisible et que certains toxiques infiltrés dans le sol ne produisent souvent leur effet

qu'a long terme et que de nombreux polluants agissent en synergies complexes.
1.1.1. Définition

L'eau est la deuxiéme en importance apres I’air pour la vie humaine sur terre. Notre eau
est composée d'eau de surface telle que les rivieres, les lacs, les mers et d’eau souterraine
(Jeng, 2007).

Le terme « pollution » désigne la présence d’une substance au-dela d’un seuil pour
lequel des effets négatifs sont susceptible de se produire ou toute modification
anthropogénique d'un écosystéme se traduisant par un changement de concentration des
constituants chimiques naturels, ou résultant de Il'introduction de substances chimiques
artificielles ; toute perturbation du flux de I'énergie, de l'intensité des rayonnements, de la
circulation de la matiére ; toute altération d'une biocénose naturelle provoquée par une
modification due a I'homme de I'abondance de certaines de ses espéeces ou a la pullulation
d'espéces exotiques introduites dans des habitats éloignés de leur aire d'origine (Ramade,
2007; Cemagref, 2011).
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La pollution de I’eau est une dégradation physique, chimique ou biologique de ses
qualités naturelles, provoquée par I’homme et ses activités. Elle perturbe les conditions de vie
et I’équilibre de milieu aquatique, compromet les utilisation de 1’eau (Brémaud et al, 2006;
Berg et al., 2009).

1.1.2. Législation en matiére de pollution

La législation sur les rejets d’eaux résiduaires devient de plus en plus stricte. La Tunisie
est dotée d’une réglementation (NT 106.02, 1989) sur les rejets d’effluents dans le milieu
hydrique. Le tableau 1 précise les limites réglementaires de ces- rejets.

Tableau 1: Normes tunisiennes (NT 106.02) des rejets d’effluents.

Paramétres Domaine Canalisations Domaine
public Publigues public
Hyvdraulique Maritime
PH 6.5-8.5 6,5-9.0 6.3-8.35
MES {mg/1) 30 400 30
DCO (mg 0,/1) o0 1000 o0
DBO; (mg 0.1) 30 400 30
Chlomure (mg/1) 600 700 Sans exigence
Chlore actif (mg CL,1) 0,05 1 0.05
S0: * (mgl) 600 400 1000
Na  (mgl) 300 1000 Sans exigence
NO;” (mgl) 50 o0 o0
NO;" (mg/) 0.5 10 5

1.1.3. Différents types de pollution
1.1.3.1. Selon ’origine des substances polluantes

Selon I’origine des substances polluantes, on peut distinguer quatre catégories de la
pollution: pollution domestique et urbaine, pollution industrielle, pollution agricole et
pollution naturelle(Bremaud et al., 2006 ; Gili et al., 2008 ).
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1.1.3.1.1. Pollution domestique et urbaine

Elle provient des habitations et elle est, en générale, véhiculée par le réseau
d’assainissement jusqu’a la station d’épuration. La pollution domestique se caractérise par des
germes fécaux, de fortes teneurs en matiéres organiques, des sels minéraux (azote, phosphore)
et des détergents (Faurie et al., 2012). Les eaux usées domestiques et urbaines représentent
4001/jour/hab. Elles peuvent étre responsables de I’altération des conditions de transparence
et d’oxygénation de 1’eau (les détergents causent un film et une mousse en surface de 1’eau),

ainsi que du développement de I’eutrophisation dans les riviéres (Brémaud et al., 2006).

1.1.3.1.2. Pollution industrielle

Elle provient des usines et caractérisée par la présence d’une grande diversité des
polluants, selon 1’utilisation de I’eau dans les procédés industriels (refroidissement, lavage,
extraction, mise en solution...etc.) (Gaujous, 1995).

Selon I’activité industrielle, on trouve des graisses et matiéres organiques (industries
agroalimentaires, abattoirs et équarrissage), des hydrocarbures (industries pétroliéres,
transports), des métaux (traitements de surface, métallurgie), des acides-bases et produits
chimiques divers (industries chimiques et pharmaceutiques, tanneries), des métaux
(traitements de surface, métallurgie), des matiéres radioactives (centrales nucléaires,
traitement des déchets radioactifs)(Ramade , 2011; Faurie et al., 2012).

Ces polluants industriels peuvent causer des pollutions organiques, chimiques ou
physiques (réchauffement des centrales thermiques, matieres en suspension de la sidérurgie,
radioactivité ...) (Brémaud et al., 2006). Il peut y avoir un effet toxique sur les organismes
vivants, par ’accumulation de certains €léments dans les denrées alimentaires tels que les

métaux et les pesticides (Calvet et al., 2005; Brémaud et al., 2006).

1.1.3.1.3. Pollution agricole

Elle a pour origine les cultures et les fermes. Les principaux polluants sont : les sels
minéraux en grandes quantités (d’azote, de potassium et de phosphate) et des produits

chimiques (produits phytosanitaires et herbicides) (Faurie et al., 2012).

Les herbicides, insecticides et autres phytosanitaires ont été de plus en plus utilisés et se
sont accumulés dans les sols, les nappes phréatiques et la chaine alimentaire. En Bretagne
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(France), certains cours d’eau ont enregistré des teneurs en nitrates supérieures a 50mg/L,
lorsque la quantité d’engrais riche en azote et en phosphore épandue est supérieure aux
besoins de la plante, ces minéraux vont entrainer la pollution des sols et des eaux (Brémaud
et al., 2006).

1.1.3.1.4. Pollution naturelle

Certains auteurs considerent que divers phénomeénes naturels sont aussi a I’origine de
pollution: par exemple, une éruption volcanique, un épanchement sous-marin
d’hydrocarbures, le contact avec des filons géologiques (métaux lourds), une source

thermominérale, etc (Faurie et al., 2012 ; Brémaud et al., 2012).

Les tableaux 2 et 3 montrent des exemples de polluants importants des eaux usées et
leurs sources, ainsi que les polluants susceptibles de se retrouver dans les rejets domestique,
industriel et agricole.

1.1.3.2. Selon la nature des polluants

Selon la nature des polluants, on distingue divers types de pollution : pollution
physique, chimique et biologique (Ramade , 2011; Brémaud et al., 2012).

1.1.3.2.1.Pollutionphysique:

On parle de ce type de pollution quand le mileu pollué est modifié dans sa structure
physiquepar divers facteurs. On peut la repartir en trois classes: mécanique, thermique et
radioactive (Stellman, 2000; Goudet et Kowalski , 2011; Ramade, 2011).

1.1.3.2.2.Pollution chimique

Les polluants de nature chimique, dissous ou en suspension dans I’eau, sont des
substances toxiques pour la flore, la faune et ’homme, et présents a des concentrations telles
dans les milieux naturels qu’ils ont des répercussions sur I’environnement et la santé. Les
polluants connus du public et que I’on retrouve dans les effluents sont nombreux, allant des
nitrates, phosphates, détergents, produits phytosanitaires (pesticides), solvants chlorés, en

passant par les métaux lourds (plomb, nickel, mercure, chrome), les colorants, les produits
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minéraux. Ces exemples montrent la diversité de la nature chimique des polluants qui peut

étre organique, minérale ou métalique (Crini et Bado, 2007 ; Goudet et Kowalski , 2011).

1.1.3.2.3.Pollution biologique

La pollution biologique englobe toutes les pollutions provoquées par des matieres

organiques susceptibles de subir une fermentation bactérienne.

La pollution biologique des eaux se traduit par une forte contamination bactérienne,
contient des matieres fécales. Les principaux organismes pathogénes qui se multiplient ou qui
sont transportés dans I’eau sont: les bactéries, les virus, les parasites, les champignons et les
algues. lls sont dangereux pour la santé humaine, et limitent donc les usages que 1’on peut

faire de I'eau (Baumontet al., 2004).

La pollution microbiologique est la présence en quantité excessive de germes, bactéries
et virus, parmi lesquels certains sont pathogénes. La pollution de 1’eau de boisson reste la
premiére cause de mortalité dans le monde : épidémies bactériennes (choléra, salmonellose,
infection due a Escherichiacoli..), virales (hépatites, gastro-entérites) ou a protozoaires
(Entamoebahistolytica, cause de dysenterie). Ces germes disparaissent naturellement en
quelques jours, mais leur puissance contaminante est élevée: 1m?3 d’eau usée suffit a polluer
50000 m® d’eau de mer (Brémaud et al., 2006).

1.1.4. Les facteurs de pollution

Les principaux paramétres pris en compte pour évaluer le niveau de pollution des eaux
usées urbaines sont les nitrates, phosphates, 1’acidité, la demande chimique et biochimique en
oxygene, la température...etc., ainsi que les pesticides et les autres micropolluants (Méot et

Alamy, 1999). Parmi ces paramétres, on peut distinguer :

- Les matiéres en suspension MES): exprimées en mg par litre. Ce sont les matiéres non
dissoutes de diameétre supérieur a 1um contenues dans l'eau. Elles comportent a la fois des

éléments minéraux et organiques et décantent spontanément.

-Les parameétres physiques: ils comportent 1’oxygéne dissous, indispensable a la respiration de

la faune et de la flore aquatique, la température et la turbidité.
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Tableau 2 Polluants des eaux usées et leurs sources (Crini et Badot,2007).

Polluants Source

Solides (en suspension) Domestique, industrie, infiltration

Matiéres organiques biodégradables | Domestique, industries

Matieres organiques réfractaires Industries

Meétaux lourds Industries, mines

Engrais, pesticides Agricole

Nutriments Domestique, industries, agricole
Solides dissous inorganiques Domestique, industries
Organismes pathogénes Domestique

Tableau 3: Exemples de polluants retrouvés dans les trois grandes sources de pollution
(chague pourcentage indique la proportion de points de contréle en France présentant une
concentration moyenne élevée de la substance polluante concernée) (Ifen, 2007).

Rejet Exemple de polluants

Domestique Phosphore (30%)
Matiére organique (40%)

Hydrocarbures aromatiques polycycliques (93%)

Industriel Métaux (plomb,codmium,nickel,mercure)(70%)
Pyraléne (PCB) (transformateurs) (31%)
Hydrocarbures aromatiques polycycliques (93%)

Micropolluants organiques (4%)

Agricole Nitrate (engrais) (50%)
Phosphore (30%)
Pesticides (36%)
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-La Demande biochimique en oxygéne en 5 jours (DBOs) représente la concentration en
matieres organiques biodégradables présentes dans I'eau; alors que la demande chimique en
oxygene (DCO) designe la concentration en matieéres oxydables. Ces deux parametres
permettent de déterminer la quantité d’oxygeéne nécessaire pour 1’élimination de la pollution

organique (Ifen, 2004).

-Les parametres biologiques:Les espéces animales et végétales sont des indicateurs de la
qualit¢ des milieux aquatiques. quatre groupes d’especes — les diatomées (algue
microscopique), les macrophytes (végétaux aquatiques identifiables a 1’ceil nu), les macro-
invertébrés (insectes larves et adultes, crustacés, mollusques et vers) et les poissons - sont

suivis comme bio-indicateurs de 1’état des cours d’eau.

-Les parameétres chimiques:lls englobent les micropolluants qui sont des substances pouvant

étre toxiques a faible dose pour I’homme et 1’écosystéme, et les macropolluants.

-Les teneurs en azote et en phosphore : sont également des parameétres trés importants, a cause

des problemes d'eutrophisation expliqués plus haut (Ifen, 2004; Brémaud et al., 2006).

1.1.5. Différents types de polluants

D'apres I’Ifremer (2008), un polluant est une substance ou processus de nature
physique, chimique ou biologique introduit par I'nomme et susceptible de contaminer les
divers écosystemes, terrestres, limniques ou marins. Le polluant est une substance qui se
trouve dans les différents biotopes a une concentration supérieure, ou dans certains cas,
différente de sa concentration habituelle. On distingue les polluants primaires (rejetés
directement dans le milieu naturel) et les polluants secondaires (qui proviennent de réactions

sur les premiers, ou entre eux).

Un macropolluant, selon SOeS(Service de DI’observation et des statistiques, ex
institut francais de I’environnement, 2008), est un ensemble comprenant les matieres en
suspension, les matieres organiques et les nutriments, comme l'azote et le phosphore. Les
macropolluants peuvent étre présents naturellement dans I'eau, mais les activités humaines en
accroissent les concentrations (rejets d'eaux usées, industrielles ou domestiques, ou pratiques
agricoles). Par opposition aux micropolluants, toxiques a tres faibles doses, l'impact des

macropolluants est visible a des concentrations plus éleveées.
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D’aprés Ministere francaise chargé de I'environnement et Agence francaise de la
Biodiversité, 2016), un micropolluant présent généralement en faible concentration dans un
milieu donné (de l'ordre du pg au mg /L ou Kg) et qui peut avoir un impact notable sur les

usages et les écosystemes.

1.1.5.1. Les colorants

Depuis I’antiquité, les colorants ont été utilisés dans, pratiquement, toutes les sphéres
de notre vie quotidienne: pour la peinture et la teinture du papier, de la peau et des vétements,
etc. Jusqu’a la moitié du 19¢me siccle, les colorants utilisés étaient d’origine naturelle. Des
pigments inorganiques tels que ’oxyde de manganese, ’hématite et ’ancre étaient utilisés.

Par ailleurs, des colorants naturels organiques ont été utilisés, surtout dans I’industrie textile.

Ces colorants sont tous des composés aromatiques qui proviennent essentiellement des
plantes, tel que ’alizarine et I’indigo (Zhenwang et al., 2000). On dénombre environ 8000
colorants synthétiques chimiquement différents, répertoriés dans le Colour Index (Guivarch ,
2004) sous 40000 dénominations commerciales. Chaque colorant y est classé sous un nom de

code indiquant sa classe, sa nuance ainsi qu’un numéro d’ordre (exemple: Cl Acid Orange 7).

Un colorant doit posséder, outre sa couleur propre, la propriété de teindre résultante
d’une affinité particuliere entre le colorant et la fibre et qui est a ’origine des principales
difficultés rencontrées lors des traitements. En effet, selon le type d’application et
d’utilisation, les colorants synthétiques doivent répondre a un certain nombre de criteres afin
de prolonger la durée de vie des produits textiles sur lesquels ils ont appliqués : résistance a
’abrasion, stabilité photolytique des couleurs, résistance a 1’oxydation chimique (notamment

les détergents) et aux attaques microbiennes.

L’affinité du colorant pour la fibre est particulierement développée pour les colorants
qui possédent un caractere acide ou basique accentue. Ces caractéristiques propres aux
colorants organiques accroissent leur persistance dans 1’environnement et les rendent peu

disposés a la biodégradation (Ganesh, 1992).
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Les matieres colorantes se caractérisent par leur capacité a adsorber les rayonnements
lumineux dans le spectre visible (de 380 & 750nm). La transformation de la lumiére blanche
en lumiere colorée par réflexion sur un corps, ou par transmission ou diffusion, résulte de
I’absorption sélective d’énergie par certains groupes d’atomes appelés chromophores: la
molécule colorante étant le chromogene ; plus la facilité du groupe chromophore a donner un

électron est grande plus la couleur sera intense.

D’autres groupes d’atomes du chromogéne peuvent intensifier ou changer la couleur
dlde au chromophore: ce sont les groupes auxochromes (Brown et Deviti, 1993). Les
chromophores sont des systéemes a liaisons © conjuguées ou des complexes de métaux de
transition. La coloration correspond aux transitions possibles aprés absorption du
rayonnement lumineux entre ces niveaux d'énergie propres a chaque molécule (Capon et al.,
1999).

1.1.5.1.1. Les différentes classes de colorants

Tous les composés aromatiques absorbent I'énergie électromagnétique mais seulement
ceux qui ont la capacité d'absorber les rayonnements lumineux dans le spectre visible (de 380
a 750nm) sont colorés. En outre, les colorants consistent en un assemblage de groupes
chromophores (groupes aromatiques conjugués, (liaisonzt), comportant des liaisons non
liantes (électron e ou des complexes de métaux de transition), auxochromes et de structures

aromatiques conjuguées (cycles benzéniques, anthracene, peryléne, etc...).

Lorsque le nombre de noyau aromatique augmente, la conjugaison des doubles liaisons
s'accroit et le systeme conjugué s'élargit. L'énergie des liaisons mdiminue tandis que l'activite
des électrons mou n augmente et produit un déplacement vers les grandes longueurs d'onde.
De méme, lorsqu'un groupe auxochrome donneur d'électrons (amino, hydroxy, alkoxy,...) est
placé sur un systeme aromatique conjugue, ce groupe se joint a la conjugaison du systéeme p,
la molécule absorbe dans les grandes longueurs d'onde et donne des couleurs plus foncées
(Zollinger , 1991)(fig.1).

Les colorants présentent une diverse structure considérable et ils sont classifiés de
plusieurs manieres, par leur structure chimique (colorants azoiques, anthraguinoniques,

indigoides, etc.) ou selon leur application au type de fibre. Les colorants peuvent étre
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également classifiés suivant leur solubilité (Rangabhashiyam et al., 2013).Les chromophores

et auxochromes habituels sont résumés dans le tableau 4.

Le classement des colorants selon leur structure chimique repose sur la nature du groupe

chromophore (Servais, 1999) (tableau4).

Tableau 4: Principaux groupes chromophores et auxochromes des colorants classés par
intensité croissante (Servais, 1999).

Groupes chromophores

Groupes auxochromes

Az0 (-N=N-)

Nitroso (-NO ou —N-OH)
Carbonyl (=C=0)

Vinyl (-C=C-)

Nitro (-NO2 ou =NO-OH)

Sulfure (>C=S)

Amino (-NH,)
Méthylamino (-NH(CHz)2)
Diméthylamino (-N(CHz)2)
Hydroxyl (-HO)

Alkoxyl (-OR)

Groupe donneurs d'électrons

1.1.5.1.1.1. Les colorants azoiques

Les colorants "azoiques" sont caractérisés par le groupe fonctionnel azo (-N=N-)
unissant deux groupements alkyles ou aryles identiques ou non (azoique symétrique et
dissymétrique). Ces structures qui reposent généralement sur le squelette de 1’azobenzeéne,
sont des systemes aromatiques ou pseudo aromatiques liés par un groupe chromophore azo (
fig.1A).

1.1.5.1.1.2. Les colorants anthraquinoniques

D’un point de vue commercial, ces colorants sont les plus importants aprés les colorants
azoiques. Leur formule générale dérivée de I’anthracéne montre que le chromophore est un

noyau quinonique sur lequel peuvent s’attacher des groupes hydroxyles ou amines (fig.1B).
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1.1.5.1.1.3. Les colorants indigoides

Ils tirent leur appellation de 1’indigo dont ils dérivent. Ainsi, les homologues sélénié,
soufréet oxygéné du bleu indigo provoquent d’importants effets hypsochromes avec des

coloris pouvant aller de I’orange au turquois (fig.1C).

1.1.5.1.1.4. Les colorants xanthéne

Ces colorants sont dotés d’une intense fluorescence. Le composé le plus connu est la
fluorescéine. Peu utilisé en tant que teinture, leur facult¢é de marqueurs lors d’accidents
maritimes ou de traceurs d’écoulement pour des riviéres souterraines est malgré tout bien

établie (fig.1D).

1.1.5.1.1.5. Les phtalocyanines

Ils ont une structure complexe basée sur ’atome central de cuivre. Les colorants de
cegroupe sont obtenus par réaction du dicyanobenzéne en présence d’un halogénure
métallique (Cu, Ni, Co, Pt, etc.) (fig.1E).

1.1.5.1.1.6. Les colorants nitrés et nitrosés

Ces colorants forment une classe tres limitée en nombre et relativement ancienne. Ils
sont actuellement encore utilisés, du fait de leur prix tres modéré lié a la simplicité de leur
structure moléculaire caractérisée par la présence d’un groupe nitro (-NO2) en position ortho

d’un groupement électrodonneur (hydroxyle ou groupes aminés) (fig.1F).

1.1.5.1.1.7. Les colorants triphénylméthanes

Les triphénylméthanes sont des dérivés du méthane pour lesquels les atomes
d'’hydrogéne sont remplacés par des groupes phényles substitués dont au moins un est porteur
d'un atome d’oxygéne ou d’azote en para vis-a-vis du carbone methanique. Le
triphénylméthane et ses homologues constituent les hydrocarbures fondamentaux d'ou

dérivent toute une série de matiéres colorantes (fig.1G).
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Figure 1: les différentes classes de colorants : (A) colorants azoiques ,(B) colorants
anthraquinoniques ,(C)colorants indigoides ,(D)colorants xanthéne ,(E)phtalocyanines
,(F)colorants nitrés et nitrosés ,(G)colorants triphénylméthan (Servais, 1999).

1.1.5.1.2. Les colorants et leurs impacts environnementaux

Beaucoup de colorants sont visibles dans I'eau méme a de tres faibles concentrations
(<Img. LY. Ainsi, ils contribuent aux problémes de pollution liés a la génération d’une
quantité considérable d’eau usée contenant des colorants résiduels (Greene et Baughman,
1996). Le rejet de ces eaux résiduaires dans 1’écosystéme est une source dramatique de

pollution, d’eutrophisation et de perturbation non esthétique dans la vie aquatique et par
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consequent présente un danger potentiel de bioaccumulation qui peut affecter I'homme par

transport a travers la chaine alimentaire.

Si un organisme ne dispose pas de mecanismes spécifiques, soit pour empécher la
résorption d’une substance, soit pour I’éliminer une fois qu’elle est absorbée, alors cette
substance s’accumule. Les espéces qui se trouvent a l'extrémité supérieure de la chaine
alimentaire, y compris I'homme, se retrouvent exposees a des teneurs en substances toxiques
pouvant étre jusqu’a cent mille fois plus €levées que les concentrations initiales dans I'eau.la
figure 2 représente un exemple d’une bioaccumulation apres déversement des insecticides

dans un cours d’eau .

Insecticides
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Figure 2: Conséquences de la bioaccumulation aprés déversement de substances
toxiques (insecticides) dans un cours d'eau (Little et Chillingworth, 1974).

1.1.5.1.3. Toxicité des colorants

La toxicité des différents types de colorants (mortalité, effet mutagénique et
cancérigéene) a été étudiée par plusieurs travaux de recherche aussi bien sur des organismes
aquatiques (poisson, algue, bactéries, etc.) que sur les mammiféres. En outre, des recherches
ont été effectuées pour étudier I'effet des colorants sur l'activité des bactéries aerobies et

anaérobies dans des systémes de traitement des eaux résiduaires.
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Des études faites sur divers colorants commerciaux ont démontré que les colorants
basiques sont les plus toxiques pour les algues (Clarke et Anliker, 1980; Specht et Platzek,
1995). Ce résultat a éte prouvé par le test de mortalité des poissons effectués sur 3000
colorants commerciaux ou il s'est avéré que les colorants basiques, et plus particulierement
ceux de la famille de triphénylméthane sont les plus toxiques. Par ailleurs, les poissons
semblent étre relativement sensibles aux colorants acides (Brown et Deviti, 1993).

D’autre part, la mortalité examinée avec des rats a montré que seulement 1% sur 4461
colorants commerciaux présentent des valeurs de DL50 au dessous du poids corporel de 250
mg.kgt. Par conséquent, la chance de la mortalité humaine due a la toxicité aigué de colorant
est probablement trés basse. Cependant, il faut sensibiliser I'étre humain quand a l'utilisation
de certains colorants. En effet, il a été prouvé que quelques colorants dispersés peuvent causer
des réactions allergiques, dermatologiques, etc... (Chung et al., 1981).Par ailleurs, I'effet

d'exposition des ouvriers dans l'industrie de textile aux colorants a suscité I'attention.

Par conséquent, il s'est avéré que 1’augmentation du nombre de cancers de la vessie
observés chez des ouvriers de l'industrie textile, est reliée & leur exposition prolongée aux
colorants azoiques. La plupart des colorants azoiques ne sont pas initialement toxiques,
excepté ceux a groupement amine libre (Rosenkranz et Klopman, 1990). Cependant, la
réduction de ces colorants (rupture de la liaison azoique) génére la formation des amines
aromatiques qui sont connues mutagéniques et cancérigénes. A titre d'exemple. On peut citer :
1,4 phenylenediamine, 1-amino 2-naphtol, benzidine et benzidine substitués comme
otoluidine (Cartwright,1983; Chung et Cerniglia,1992).

En revanche, la toxicité des amines aromatiques est fortement liée a la structure spatiale
de la molécule ou, en d'autres termes, a la position des groupes aminés. Par exemple, le 2-
naphtylamine est cancérigéne, par contre le 1-naphtylamine est beaucoup moins toxique que
le premier (Jung et al., 1992). La toxicité des colorants azoiques dépend ainsi de la nature et
de la position des substituases. Elle est accrue par la présence de substituant sur le noyau
aromatique notamment des groupes nitro (-NOz) et halogénes (particulierement CI).
Cependant, la substitution avec des groupes carboxyliques ou sulfonates diminue la toxicité
(Adosinda et al., 2003).

Des travaux de recherche faisant objet I'étude de I'effet mutagénique et cancérigene des

amines aromatiques sulfonées, ont montré qu’ils ne présentent aucun ou un trés faible effet
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génotoxique et cancérigéne, contrairement a leurs analogues non sulfonés (Lépez et al.,
2004).

En raison des effets mentionnés ci-dessus, il est clair que les colorants, essentiellement
les azoiques, ne devraient pas envahir notre environnement. Par conséquent, il est nécessaire

de traiter les eaux résiduaires chargées de colorants jusqu'a leur minéralisation totale.

1.1.5.2. Les métaux lourds

1.1.5.2.1. Définition

L’appellation «métal lourd» est souvent décriée. Ainsi, pour Hodson (2004), c’est un
terme imprécis utilise pour désigner des éléments metalliques ayant un effet néfaste sur
I'environnement. Ce terme est souvent mal défini, en effet on peut trouver une multitude de
définitions souvent contradictoires basées sur la densité, le poids atomique, le numéro
atomique ou d'autres propriétés des éléments ou leurs composés caractérisé par une masse
volumique supérieure a 5 g/cm?. Actuellement, dans la nature, 41métaux et 5 métalloides sont
identifiés (Weber et Wjolfe, 1987; Hodson, 2004).

Le terme métaux lourds, implique aussi une notion de toxicité. Le terme «éléments
traces métalliques» est aussi utilisé pour décrire ces mémes éléments, car ils se retrouvent
souvent en trés faible quantité dans 1’environnement (Baker et Walker , 1989). Dans ce
contexte, le terme « métaux lourds » sera utilisé dans le sens de I’impact toxique sur les

humains et les environnements (Huynh , 2009).

Les métaux lourds sont des micropolluants de nature a causer des problémes méme
présents sous forme de traces de 1’ordre du pg/L (Phattaranawik et al., 2003). D’un point de
vue biologique ; on distingue deux types de metaux lourds en fonction de leurs effets

physiologiques et toxiques : métaux essentiels et métaux toxiques (Anne et Isabelle, 2005).

1.1.5.2.2. Les sources de métaux lourds
1.1.5.2.2.1. Source naturelle

Les réserves les plus importantes en métaux lourds se trouvent dans les roches et/ou les
sédiments océaniques, ils sont introduits dans la biosphere via, les volcans, l'activité des

sources thermales, I'érosion et l'infiltration (Miquel, 2001).
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1.1.5.2.2.2. Sources liées a I’activité humaine

Les métaux provenant d’apports anthropiques sont présents sous des formes chimiques
assez réactives et entrainent de ce fait des risques trés supérieurs aux métaux d’origine
naturelle qui sont le plus souvent immobilisés sous des formes relativement inertes.

Une quantité importante de métaux lourds est introduite dans I'environnement par I'nomme,
cette contamination a plusieurs origines, telles que les gaz d'échappements des véhicules, la
combustion des fossiles, I'incinération, I'activité miniere, I'agriculture, les déchets liquides et

solides (eaux usées, boues d’épuration, ordures ménageres) (Miquel, 2001).

1.1.5.2.3. La toxicité des métaux lourds

La toxicité des métaux lourds n'est plus a démontrer. Par exemple celle du mercure est
connue depuis l'antiquité. Dans la majorité des cas les effets toxiques de ces métaux lourds se
manifestent au niveau du systéme nerveux, le sang ou la moelle osseuse.lls sont généralement
cancérigenes. Donc la nécessité d’éliminer ou de récupérer ces métaux lourds polluants pour
I’environnement n’est plus a discuter (Tamburini et al., 2013; Monnet-Tschudi et al.,
2006).

1.2. Les procédés de traitements des eaux usées chargées en colorants et en métaux

lourds

Chaque procédénécessite des opérations unitaires bien déterminé. Les types et les
procédés utilisés dans le traitement des eaux usées sont de nature physiques, chimiques et

biologiques ;les traitements et les opérations unitaires sont résumes dans le tableau 5.

1.2.1.Procédés chimiques

1.2.1.1. Precipitation des hydroxydes métalliques

Cette méthode de traitement est généralement appliquée aux effluents fortement chargés
en polluants metalliques ; ceux-ci sont généralement précipités sous forme d’hydroxydes, par
élévation du pH mais, selon les procédés utilisés, la précipitation a lieu sous forme
d’hydroxydes de calcium Ca(OH),, de carbonates (NaHCO3) ou plus rarement, sous forme de

sulfures.
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Tableau 5: Les procédés de traitement utilisés et opérations unitaires associées
(Simate et al.,2011)

Traitements Operations unitaires
Screening
Physique Broyage

Egalisation du flux
Sédimentation
Coagulation / floculation
Filtration

Précipitation chimique
Chimique Adsorption
Désinfection
Chloration

Boues Activées
Biologique Lagunes aérées

Filtres percolateurs
Rotation contacteurs
biologiques

Digestion anaérobie

Parailleurs, la précipitation ne suffit pas toujours a elle seule pour réduire la
concentration des ces polluants jusqu’aux seuils de rejets admissibles par les normes de
qualité de I’eau (Abdelhalim et al., 2003). De plus, le rendement de la précipitation est
étroitement li€¢ a la composition de 1’effluent. En effet, ’efficacité de la précipitation, selon
Chen et Lin ,2001), diminue fortement en présence de certains composés, tel que ’EDTA,

les phosphates ou les cyanures.

1.2.1.2. Les procédés d’oxydation classique

Ces méthodes de traitement sont couramment utilisées pour 1’épuration d’effluents
contenant des polluants organiques, y compris des colorants, en raison de leur mise en ceuvre
relativement facile. Ces procédés utilisent des oxydants puissants et variés tels que
I’hypochlorite de sodium (NaOCl), I’0zone (O3), ou encore le peroxyde d’hydrogene (H203),

en présence ou non de catalyseur.

les procédés d’oxydation classique ont pour but de modifier la forme chimique des
polluants métalliques soit pour les rendre insolubles et les éliminer par précipitation, soit pour

les transformer en nouveaux produits solubles et moins toxiques. Enfin, les procédés
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d’oxydation par 1’ozone ou par le peroxyde d’hydrogéne sont utilisés en complément ou en

concurrence avec 1’adsorption sur charbon actif ou la nanofiltration (Crini et Badot, 2007).

1.2.1.3. Les procédés d’oxydation avancée(POA)

Les POA regroupent des méthodes chimiques, photochimiques ou électrochimiques
(Ozcan et al., 2008). Leur développement est en plein essor depuis environ trois décennies.
Elles consistent a dégrader les molécules de colorants en CO2 et H2O par les rayons ultra-
violets en présence de peroxyde d’hydrogéne. Ces POA regroupent les technologies qui
cherchent a dégrader les polluants organiques par oxydation via des procedés
photocatalytiques susceptibles de développer des radicaux hydroxyles (OH") dont le pouvoir

oxydant est nettement supérieur a celui des oxydants traditionnels.

En plus des systéemes UV-peroxyde, UV-Ozone et du processus Photo-Fenton, qui ont
largement démontré leur efficacité dans [’oxydation des composés organiques, la

photocatalyse hétérogéne a aussi émergé depuis quelques années (Simon et al., 2008).

1.2.2. Procédés physicochimiques
1.2.2.1. La coagulation-floculation

C’est un procédé¢ de traitement primaire qui permet d’éliminer des impuretés contenues
dans I’eau grace a la réaction d’émulsion. La coagulation a donc pour but principal de
déstabiliser les fines particules en suspension pour ainsi faciliter leur agglomération. Ce
procédé, geénéralement caractérisé par I’injection et la dispersion rapide de produits
chimiques, permet d’augmenter substantiellement 1’efficacité des traitements secondaires. Il
implique le plus souvent la dispersion instantanée d’un sel métallique trivalent Al(III) ou
Fe(lll) qui neutralise et déstabilise les particules colloidales pour mener a la formation de

flocs.

En neutralisant totalement ou partiellement les charges négatives sur ces particules, les
interactions de van der Waals se retrouvent prédominantes, ce qui permet une agrégation des
matiéres fines en suspension, puis leur floculation. De maniere générale et en premier lieu, un
agent coagulant est ajouté et ’eau usée est soumise a certaines conditions de brassage.
Ensuite un floculant est ajouté pour permettre aux agrégats déja formes par le coagulant, de

s’¢largir. L’intensité du brassage est habituellement faible lors du processus de floculation
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afin que les particules entrent en contact plus facilement. En augmentant la taille des
particules, le procedé de floculation accroit le taux de captage des flocs lors du traitement de
filtration (Lafleur et al., 2008).

1.2.2.2. Les techniques membranaires

La perm-sélectivité des membranes a été découverte des le XVIllle siécle (Abbé Jean-
Antoine Nollet, 1735). Cependant le développement industriel des techniques & membranes
ne date que des années 1960 pour les dialyses et 1970 pour les techniques de solvo-
transferts(osmose inverse ,microfiltration). La dialyse est un passage de substances dissoutes
a travers une membrane calibrée perméable d’un milieu hypertonique vers un milieu
hypotonique. L’opération de solvo-transfert consiste, en revanche, & faire traverser des

membranes semi-perméables par un liquide, par convection forcée, afin d’épurer le solvant.

Ce sont les techniques de dialyse qui ont permis d’effectuer les premiéres séparations de
composés dissous. Il était alors plus judicieux de laisser passer a travers la membrane une
faible quantité de solutés plutot que la grosse masse du solvant. Cette approche a donné lieu
au développement de :

1.2.2.2.1. L’hémodialyse : qui désigne 1’¢limination des substances toxiques du sang a ’aide

d’une membrane.

1.2.2.2.2. L’electrodialyse : est une dialyse ou le mouvement des ions ou molécules chargées

est accéléré par un champ électrique.

Ces systemes en fonctionnement sont hors d’état d’équilibre et vont tendre
spontanément vers un nouvel état d’équilibre. Cette évolution implique obligatoirement un
transfert de matiere et d’énergie au niveau de la surface de contact entre les deux phases, c’est
a dire au niveau de ’interface, sous I’effet des contraintes imposées au systéme (Berland et

Juery, 2002).

1.2.2.3. L’échange d’ions

Le procédé d’échange d’ions s’applique aux effluents contenant des colorants ou des
ions métalliques (Robinson et al., 2001; Chuah et al., 2005). Il a été montré que la

performance des résines commerciales est parfois équivalente, voire inférieure a celle de
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certains adsorbants lignocellulosiques chimiquement modifiés, comme par exemple les
écorces de riz modifiées par I’acide chlorhydrique (Kumar et Bandyopadhyay, 2006) ou
par I’acide tartrique (Wong et al., 2003).

L’échange d’ions est utilisé généralement pour éliminer les composés indésirables
d’une solution sans en changer la concentration ionique totale ou le pH. En cas d’épuration
d’effluent chargés en métaux nobles ou précieux, il peut étre intéressant d’un point de vue
financier de régénérer 1’échangeur d’ions, tandis que la récupération des métaux lourds est
liée directement a la protection de 1’environnement. Pa ailleurs, le traitement des effluents par
échange d’ions et adsorption présente des caractéristiques communes (Gupta et Suhas,
2009). Ainsi, ces techniques sont parfois regroupées et désignées sous le vocable de «procédé
de sorption».

1.2.2.4. L’adsorption

A Tinverse de la précipitation, I’adsorption est plutdt efficace dans le domaine de
faibles concentrations. Ses principaux inconvénients résident dans la compétition pour
I’adsorption entre molécules de taille différente et le prix relativement €levé des matériaux.
Les biosorbants sont pressentis pour jouer le réle de substitut ou de complément aux charbons

actifs commerciaux.

L’adsorption est un procédé de transfert de matiere entre une phase liquide (ou gazeuse)
chargée en compos€s organiques ou inorganiques et une phase solide qui est 1’adsorbant.
Pendant des décennies, les charbons actifs commerciaux ont été les principaux, voire les seuls
adsorbants utilisés dans les filieres de traitement des eaux. En effet, I’adsorption sur charbon
actif présente de nombreux avantages dont I’élimination d’une large gamme de polluants

incluant différents types de colorants.

1.2.3. Bioprocédés

La présence dans les eaux ou dans le sol, de polluants organiques a toujours existé.
Leur élimination par des microorganismes constitue le moyen biologique que la nature a
utilisé pour I’épuration des milieux naturels. Ces procédés biologiques se produisent selon
deux modes: traitements en aérobie (ils sont effectués en présence de 1’oxygene) et traitement
en anaérobie (dans ce cas les microorganismes degradent la matiére organique en absence de

I’oxygene).
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1.2.3.1. Traitement aérobie

Ce procedé est resté longtemps un moyen pour dégrader un grand nombre de polluants
organiques. Il s’est avéré efficace pour une certaine catégoric de rejets textiles (Sani et
Banerjee,1999). Notons cependant que des colorants tels que les azoiques, les colorants
acides et les colorants réactifs se sont révélés persistants et résistent a ce mode de traitement
(Hitz et al., 1978; Pagga et Taeger,1994). La décoloration observée dans ces cas n’est

attribuée qu’a 1’adsorption de ces polluants sur la boue activée et non a leur dégradation.

1.2.3.2. Traitement anaérobie

Ce procédé utilisé sur les boues résiduaires des stations d’épuration des eaux permet de
produire des quantités importantes en méthane. Ce dernier est utilisé comme source d’énergie
notamment pour le chauffage ou pour I’éclairage. Des études ont montré que la réduction,
voire la disparition, de la couleur n’est pas accompagnée de la minéralisation des colorants.
La formation de composés intermédiaires plus toxiques, notamment des amines a été signalée
dans la littérature (Weber et Wolfe, 1987;Carliell et al., 1995).

Venceslau et al. (1994) ont estimé la réduction de coloration par les procédés
biologiques a seulement 10-20 %. Cette constatation laisse a présager d’autres techniques qui
permettraient d’abaisser le degré de réfractabilité de la charge polluante en association avec
les méthodes biologiques.

1.2.3.3. Matériaux utilisés dans les bioprocédés
1.2.3.3.1. Le chitosane et la chitine
1.2.3.3.1.1.0rigine du chitosane

En 1811, le Pr. Henri Braconnot, Directeur du jardin biologique a Nancy (France) a
isolé une substance fibreuse d'un certain type de champignon, qu’il a appelée "fongine". De
plus, il a observé que cette substance n'est pas soluble dans les solutions aqueuses acides. Une
décennie plus tard, en 1823, la méme substance a été trouvee chez certains insectes
(coléoptéres) et a été ensuite nommée chitine (provient du mot grec "kitos" qui signifie
«enveloppe»). En 1859, le Pr. C. Rouget a soumis la chitine a un traitement alcalin et

aobservé les différentes solubilités de la chitine. La substance, résultat du traitement alcalin,
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a pu étre dissoute dans les acides. Cependant, c’est seulement en 1894 que cette substance a
été nommée chitosane par Hoppe-Seyler. La production du chitosane a débuté en 1920, mais
sa structure chimique n'a été identifiée que 50 ans plus tard grace a la cristallographie et la

spectroscopie infrarouge (Muzzarelli et Muzarrelli, 1986).

Le chitosane est une substance tres peu répandue dans la nature (Desbrieres, 2002). Il
est rare et n’est présent que dans les parois cellulaires d’une classe particuliere de
champignons, les zygomycetes (Rhizopus, Mucor), de bactéries et de levures, ainsi que chez
certains insectes. Il n’y a donc pas de source primaire de chitosane exploitable. La source
majeure du chitosane vendu commercialement provient de la désacétylation de la chitine
obtenue a partir de crustacés. La production de chitine (et du chitosane) provient, en effet, des
crevettes et des crabes qui représentent les deux sources naturelles les plus abondantes.

Néanmoins, de nouvelles voies alternatives sont apparues comme, par exemple, la
production du chitosane a partir du champignon Mucor rouxii (Tayel et al., 2010), en raison

notamment des inquiétudes sanitaires liées aux maladies animales.

1.2.3.3.1.2. Structure moléculaire comparée de la chitine, du chitosane et de la cellulose

Le chitosaneest un polysaccharide linéaire naturel, biodégradable, hautement cationique
contenant des groupements amines primaire, qui réagissent avec la cellulose et ’amidon. La
structure chimique du chitosane ressemble a celle de la cellulose par le fait qu’elle est

constitué d’une chaine linéaire similaire a I’exception des groupements amines primaires

(fig.3).

Le chitosane se distingue de la cellulose par sa structure moléculaire chargée
positivement (polyamine) et pouvant étremodifiée facilement. Le chitosane cationique
présente un intérét grandissant dans le domaine des polymeres puisqu'il estdoté d'une forte
densité de charge positive a l'inverse de la plupart des autres polymeéres naturels chargés
négativement (Sandford , 1989).
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Figure 3: Comparaison des structures de la chitine, du chitosane et de cellulose
(Olteanu et Enescu, 2007).

1.2.3.3.1.3. Elaboration du chitosane

L'intérét de la production de ce polyglucosamine provient de I'importante quantité de
ressources naturelles rejetées par I'industrie de la péche.La désacétylation de la chitine (fig.4)
est ’étape la plus délicate dans la production du chitosane. Elle nécessite la substitution des
groupements acétyls pour aboutir au chitosane ; ce qui peut entrainer une réduction excessive

de la longueur de chaine de ce polymere.

En c’est en jouant sur la durée du traitement alcalin et sur 1’¢lévation de température,
qu’ il est donc possible d’obtenir différents chitosanes a partir d’'une méme chitine. Un degré
de désacétylation inférieur a 10% est rarement atteint par un procéde simple, car la
désacétylation totale nécessite plusieurs étapes. L’échantillon étant soit lavé soit dissout et
reprécipité entre deux cycles. Ceci permet d’expliquer parfois la difficult¢ d’obtenir de
maniere reproductible des produits de composition prédéterminée(Matis et Zouboulis ,
1994;Comte et al., 2008).

La qualité duchitosane peut varier selon I'origine de la matiére premiére utilisée et de la

procedure expéerimentale d'extraction. La qualité des échantillons commerciaux de chitosane
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sont jugés d'aprés leur couleur. La déprotéinisation, la déminéralisation ainsi que la
désacétylation lors de I'extraction de la chitine influencent la qualité du produit fini, le
chitosane. Il semble que la qualité du produit dépend aussi du type et de 1’age du crustacée ou

du mollusque (Comte et al., 2008).

Carapaces de mollusques et de crustaces

|Collection et entreposage]

|[Extraction de protéines| egg——— NaOH

Ringage

[Deminéralisation| ~———— HCl

Ringage

Séchage

Chitine
(20% désacétylé)

| Transport et entreposage |

[ Désacétylation| agg——-—— NaOH

| Ringage, séchage et broyage |

Chitosane
(76% désacétylé)

Figure 4 : Méthode de production du chitosane (Onsoyen et Skaugrud,1990).
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1.2.3.3.1.4. Valorisation et traitement de la chitine brute

Laproduction typique du chitosane a partir de carapaces de crustacées comporte
généralement quatre étapes de base: la déminéralisation, la déprotéinisation, la décoloration et
la désacétylation (No et Meyers, 1995; No et al., 2003).

1.2.3.3.1.4.1. La déminéralisation

Elle est genéralement réalisée par un traitement acide sous agitation pour solubiliser le
carbonate de calcium et le chlorure de calcium. Les acides les plus fréeguemment utilisés sont
I’acide chlorhydrique et ’acide formique, & des concentration de 1 a 10 Moles.L™. La durée

du traitement acide est de I’ordre de 1 a 48h a température ambiante (Suyatma, 2006).

1.2.3.3.1.4.2. La déprotéinisation

A I’état naturel, la chitine se présente sous forme associée a des protéines
(chitinoproteine) qui sont éliminées par un traitement alcalin en utilisant, généralement , des
solution a base de NaOH , Na.COs, NaHCO3 , KOH , K2COs , Ca(OH)2 , Na,SOs , CaSOs,
ou NasPOg; avec des concentrations allant de 0.1 & 5 Moles.L™ . La solution d’hydroxyde de
sodium est la plus souvent utilisée pour dissoudre les protéines. La durée de ce traitement
alcalin est de I’ordre de 0.5 a 72h a haute température (65 -100°C) (Suyatma, 2006).

1.2.3.3.1.4.3. La décoloration

Pour les applications industrielles, la chitine obtenue a partir des carapaces de
crustacées doit étre décolorée aprés les traitements acide et alcalin (No et al., 1989). Le
pigment des carapaces de crustacées forme un complexe avec la chitine e laquelle il peut étre
dissocié par des solvants comme 1’éthanol, 1’éther (Youn et al., 2007), une solution
d’hypochloride de sodium NaOCl (No et al, 1989), duperoxyde d’hydrogene
H202(Moorjani et al., 1975; Brine et Austin, 1981).

1.2.3.3.1. 4.4. La désacétylation

La desacétylation signifie I’hydrolyse des groupements acétyls présents dans la chitine

pour avoir des groupes amines. La chitine peut étre convertie en chitosane par désacétylation
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alcaline homogene ou hétérogéne. La plupart des méthodes utilisent de la soude (NaOH) ou
du Hydrazine (NH2-NHz>), ou par désacétylation enzymatique (fig.5) (Chang et al., 1997).
Les quatre etapes citées ci-dessus sont souvent empiriques et variables avec le degré de
minéralisation des carapaces, les saisons et les conditions de température (Muzarrelli et
Muzarrelli, 1995).

e C,DH
G2y O
HO """'C"é_-"— C..-—-"""DH + HQO
LM I
H ‘C:O H n
Ho
La chitine déacétylase
(CDA: EC 3]5.1.41)
H /DH
£ reg
HO——"" i_ﬁﬁ,'n:r OH
HO B i S + CH,COOH
g Nz

Figure 5 : La desacétylation enzymatique de la chitine (Chang et al., 1997).

1.2.3.3.1.5. les principales sources de la chitine

En plus de chez les crustacés et les insectes, la chitine se trouve dans la paroi de la
plupart des champignons et de certaines algues chlorophycées, levures et bactéries (Shahidi
et Abuzaytoun, 2005) chez lesquelles, elle maintient la rigidité de la cellule et contribue au

contrble de la pression osmotique.

Bien que les sources potentielles de chitine soient tres nombreuses ( tableau 6), elle est
essentiellement produite aujourd’hui a partir des carapaces de crevettes. Pendant longtemps,
ces déchets n’étaient pas récupérés. La production de chitine a partir de carapaces de crevettes
permet de valoriser ces déchets de I'industrie agroalimentaire pour éviter leur rejet a la mer

et ne pas engendrer de pollution car ces carapaces qui renferment environ 30-40% de
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protéine, 30-50% de carbonate de calcium, et 20-30% de chitine par rapport au poids sec
(Tolaimate et al., 2003).

Tableau 6: Sources potentielles de chitine (Mathure et Narang, 1990).

Source de chitine Teneur en chitine (%)
Crabe marbré (Grapsusmarmoratus ) 10
Crabe rouge (Portunuspuber) 10
Le crabe commestible 70
Crabe araignée (Maia squinada ) 16
Homard sauterelle (Scyllarusarctus) 25
Langouste (Palinurus vumgarisus ) 32
Crevette (Palaemonfabricius) 44
Seiche (sepiaoffinalis ) 20
Calmar (Loligovulgaris ) 40
Champignons

- Mucor rouxili 9.4

- Aspergillusniger 42

- Aspergillusphoenisis 23.7

1.2.3.3.1.6. Caractéristiques physico-chimiques du chitosane

1.2.3.3.1.6.1. Les degrés de desacétylation et d’acétylation

Le degré d’acétylation (DA) exprime le taux de groupes acétyls par rapport au taux de
groupes non acétylés (NA en %) ( fig.6) (Jalal, 2005):
DA en % =100 - NA
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Le degré de désacétylation (DD) est I’une des propriétés les plus importantes du
chitosane, car il influe, non seulement sur ses caractéristiques physico-chimiques; mais aussi

sur sa biodégradation et son activité immunologique (Chalet et al., 2001).

De nombreuses méthodes ont été développées pour la détermination du DD, y compris
la spectroscopie infra rouge (SIR) (Vishu Kumar et al., 2004), la spectroscopie UV, la
résonnance magnétique nucléaire (RMN), la titration colloidale et la titration
potentiométrique (Jiang et al., 2003). Cependant, la méthode la plus simple est la SIR
proposée par Khan et al., (2000) qui exprimele degré de désacétylation (DD) par la formule
suivante:

DD =100 - ([A/ (W-204A) / 161 + A] x 100)
Ou A est la gantité de N-acétylglucosamine detreminée /204 et W est la masse de chitosane

utilisée.

La methode decrite par Domszy et Robert (1985) est appliquée pour la determination
du dgré d’acetylation par spectroscopie infrarouge , ou les absorbnces sont liées aux bandes
de 1655cmpour I’amide I, et 3450cm™ pour les groupes hydroxyles Le facteur 1.33

représente le rapport (Aissscm™/ Asssocm™) pour un chitosane entiérement N-acétylé.

Le Degré d’acetylation DA est determiné par I’equation suivante :

DA en % =(Asesscm™* /Asssocm)*100/1.33

5

OH

Figure 6:Les unités de répétitions structurales de la chitine et du chtiosane(Jalal, 2005).
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1.2.3.3.1.6.2. La viscosité

La mesure de la viscosité du chitosane peut étre basée par la présence possible de
microgels ou d’agrégats favorisés par les liaisons hydrogéne, le vieillissement des solutions et
des effets électrostatiques (dus aux charges des groupes amines-amine protones).

La viscosité du chitosane dépend de:

- Degre désacétylation : plus il est désacetyle, plus il y a des groupements amines libres, donc
le chitosane est soluble et par conséquent sa viscosité est importante

- La concentration : la viscosité augmente en fonction de la concentration

- La température : comme pour les autres polysaccharides, la viscosité chute lorsque la
température augmente.

- Le pH : plus il est important plus la viscosité est forte (Amiali ,1999).

Il existe plusieurs méthodes pour déterminer de la viscosité. La plus employée est la
viscosimétrie. la viscosité «mn » d’une solution de chitosane s’exprime par la relation de
Mark-Houwink et Sukurada (donner la référence source de cette relation ici) : n=K.M 2

<

ou:

M est la masse moléculaire viscosimétrique. Selon les solvants, les constantes « K » et
«a» de cette relation ont différentes valeurs, mais on se réfere en genéral a la loi de
(Roberts, 1992) qui leur attribue les valeurs suivantes : K= 1.81.10 et a = 0.93.

1.2.3.3.1.6.3. Cristallinité

La cristallinité est un parametre important car elle contréle un certain nombre de
propriétes comme l'accessibilité des sites internes dans les chaines macromoléculaires, les

propriétés de gonflement dans I'eau ou encore les propriétés diffusionnelles (Rinaudo, 2006).

La cristallinité est, en général, déterminée par des mesures de diffraction de rayons X

(Roberts, 1992).

En fait, le chitosane est généralement une substance semi-cristalline. Il cristallise dans
le systeme orthorhombique et deux types de produits sont connus: le chitosane | (faible DD,
sous forme de sel) est plus désordonné que le chitosane Il (fort DD, forme amine libre)
(Kurita, 2006).
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1.2.3.3.1.6.4. Le poids Moléculaire

Le poids moléculaire (PM) d’un polymeére est une caractéristique trés importante qui
dépend essentiellement de la masse de son monomere est du nombre de monomeres qui
constituent le polymére. La détermination du PM d’un chitosane se fait par la relation de
Mark-Houwink et Sukurada (cités par Kassai, 2007).

[n]=K.(PM) ®
Ou':
[n] : la viscosité intrinseque.
PM : poids moléculaire moyen.

a et K : constantes dépendantes du systéme solvant-soluté et de sa température.

1.2.3.3.1.6.5. Solubilité

La chitine est soluble dans trés peu de solvants, sa masse molaire initiale est de I’ordre
de 800000 a 10° g.Mole? et elle est généralement acétylée. Les chitosanes obtenus
industriellement ont une masse molaire de 1’ordre de 200 000 g. Mole™ et un DA allant de 2 &
25%.

Pour le chitosane, la masse molaire et la répartition des motifs N-acétylés le long de la
chaine sont dépendantes de la méthode de désacétylation utilisée. Il convient de remarquer

que la répartition en pourcentage n’est pas la seule a influer sur les propriétés du polymeére.

La répartition de ces différents motifs N-acétylés le long de la chaine est également
importante (Varum et al., 1991).En effet, un enchainement successif de plusieurs motifs N-
acetylés confére au polymere un caractére plus hydrophobe, et par conséquent il modifie sa
solubilité.

La chitosane est insoluble dans 1’eau, dans les acides concentrés, les bases et les
solvants organiques;ce sont ses propriétés acido-basiques qui permettent sa dissolution facile
dans les acides organiques dilués grace a la protonation de ses groupes amines suivant

I’équilibre:

R-NH,+ H3;0"s R-NH3+ + H,0
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Le chitosane est ainsi soluble dans tous les acides minéraux dilués comme les acides
chlorydrique, nitrique, phosphorique; a 1’exception de 1’acide sulfurique (Varum et al.,
1991). Il est aussi soluble dans les acides organiques tels que les acides carboxyliques
branchés comme I’acide tartrique, 1’acide citrique et ’EDTA qui peuvent étre adsorbés par le

chitosane (Gyliené et al., 2008).
1.2.3.3.1.7. Domaine d'utilisation du chitosane

La chitine et le chitosane possédent de nombreuses propriétés physicochimiques et

biologiques intéressantes (biocompatibilité, bioactivité, biodégradabilité), qui laissent
entrevoir de nombreuses applications potentielles.Le chitosane a suscité plus d’intérét que
la chitine. C’est ainsi que leur utilisation dans les secteurs économiquement porteurs comme
les industries alimentaires, cosmétiques, pharmaceutiques et agricoles, etc..., a fait I’objet de

nombreux brevets (tableau 7) (Rinaudo, 2006).

Tableau 7: Applications du chitosane (Rinaudo, 2006).

Utilisations

Roéles précis

Traitement
des eaux usées

- Agent coagulant et chélatants;
- Réduction des métaux réutilisables;
- Agent de déshydratation des boues.

Traitement de
I’eau potable

- Agent coagulant et chélatant;
- Réduction des métaux toxiques;

- Enlevement du fer et du manganeése des piscines.

Agriculture - Contrdle des métaux essentiels a
la croissance des plantes.
Alimentation -Extraction du fer (catalyseur de I’oxygene

des acides gras insatures, causant des mauvaises
odeurs dans les viandes précuites)
- agent antibactérien.

Domaine biomedical et
pharmaceutique

-Diminution du taux de cholestérol;
-Accélération de la guérison des blessures;
-Stimulation du systeme immunitaire;
-Agent antibactérien et anti-tumeur.

Industrie des
cosmétiques

Agent hydratant.

Photographie

Extraction de I’argent.

Industrie textile

Agent de rétention d’eau.

Pates a papier

Augmentation de la résistance du papier a la
déchirure.
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1.2.3.3.1.7.1. Biomédicale

La biocompatibilité du chitosane se traduit par son antigénicité, son innocuité et son
hémocompatibilité. Son innocuité est illustrée par une dose limite administrable par voie orale
de 17 g/kg/jour. L’hémocompatibilité se manifeste par un caractére antithrombogéne tout en
étant un hémostatique local. Il trouve de ce fait des applications en revétement d’objets devant
étre mis en contact avec le sang comme les prothéses vasculaires ou les valves cardiaques. Sa
bioactivité est due principalement a son activité biostimulante qui lui donne aussi la propriété
d’accélérer la cicatrisation (Ribeiro et al., 2009).

Ces propriétés cicatrisantes sont utilisées pour fabriquer des fils de suture ou une peau
artificielle. Le chitosane est aussi antifongique et bactériostatique. C’est un spermicide

efficace et il offre de bonnes conditions d’asepsie.

D'autres applications biomedicales du chitosane ont également été étudiees, comme les
substituts osseux (Ribeiro et al.,2009; Muzzarelli, 2010), les interactions sanguines (Ribeiro
et al.,, 2009; Kim et Jung, 2010), les implants (Khor et Lim, 2003), ou les anti-
inflammatoires (Berthold et al.,1996; Je et Ahn, 2010), et médicaments anticancéreux
(Nam et al., 2007). Sa biodegradabilité est obtenue grace a des chitosanases et chitinases
présentes dans de nombreuses cellules bactériennes , les champigons, les crustacées et les

insectes .

1.2.3.3.1.7.2. Cosmétique

Le chitosane peut étre utilisé a la fois comme agent hydratant, mouillant, tensioactif,
épaississant, microencapsulant et/ou antimicrobien dans une méme formulation cosmétique
(Crini, 2006). Compte tenu de la structure chimique du chitosane, il présente l'avantage,
contrairement a la majorité des produits classiques, de posséder un caractére polycationique.
De ce fait, les molécules chargées négativement peuvent interagir avec la macromolécule de
chitosane. C'est le cas des protéines de la peau, des lipides, des tensioactifs, des détergents et
des graisses du cheveu (Rinaudo, 2006). De plus, comme la plupart des polysaccharides, le
chitosane, en raison de la liaison glycosidique, est un polymére semi-rigide et donc un bon
épaississant. Il a la possibilité de former des ponts hydrogéne inter-macromoléculaires qui
augmentent encore ses performances allant jusqu'a avoir un comportement de type gel

physique (Desbriéres, 2002).
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1.2.3.3.1.7.3. Agriculture

Le chitosane peut également trouver des applications dans le domaine agricole. Les
matériaux encapsulés a base de chitosane se retrouvent également dans des produits agricoles
(Ravi Kumar, 2000; Bautista-Banos et al., 2006) (tableau 8).

Tableau 8 :Applications du chtisoane dans le domaine agricole (Ravi Kumar, 2000).

Enrobage de semences (encapsulation)

Immobilisation cellulaire (horticulture )

Fongicide (bio-pesticide )

Fertilisant

Protection des cultures

Traitement des sols

Contrdle des métaux essentiels a la croissance des plantes

Alimentation et vaccination animale

1.2.3.3.1.7.4. Traitement des eaux

Les propriétés polyélectrolytes, chélatantes et complexantes du chitosane en font un bon
candidat pour des applications environnementales dans le domaine du traitement des eaux

usees (Gerente et al., 2007).

Ces applications sont basées sur le caractere polycationique du chitosane en milieu
acide et sur sa solubilité qui ouvre la voie a de nombreuses applications dans le domaine de la
coagulation-floculation, de la chelation, de I'adsorption ou de l'ultrafiltration. En effet, ses
groupements amines protonés en milieu acide sont capables de fixer tous les métaux de

transition et les radionucléides (Domard et Piron, 2000; Piron et al., 1997) ( tableau 9).

Le chitosane peut étre utilisé comme agent coagulant, chélatant ou adsorbant pour

complexer une large gamme de polluants comme les molécules aromatiques et phénoliques,

Chapitre I: Généralités sur la pollution de [’eau et les procédés de traitement des eaux usées 36
chargées en colorants et en métaux lourds.



Rahali A.(2020). Dépollution des eaux urbaines par les nanochitosanes et les biofilms.
These de doctorat en Sciences Biologiques. Univ. Mostaganem.

les colorants organiques (effluents agroalimentaires, papetiers et textiles) (Crini, 2006; No et

al., 2000).

Une autre application récente consiste a immobiliser des microorganismes ou des boues

dans des matrices polymeres a base de chitosane pour traiter les eaux usées, toujours sur le

méme principe de I'encapsulation (Krajewska, 2005).

Tableau 9: Les applications du chitosane dans le domaine de I’environnement
(Gerente et al., 2007).

Champ d’application

Applications

Traitement de I’eau potable

Ingénierie de I'eau (coagulation /floculation,

filtration, adsorption)

Traitement des eaux usées

Agent coagulant

Traitement des eaux de piscines

Agent chélatant de cations

Chélation des métaux lourds

Réduction des métaux toxiques et radio-isotopes

Récupération des métaux précieux

Récupération de métaux réutilisables

Decoloration des eaux

Agent décolorant

Filtration membranaire

Enlévement du fer et du manganése des piscines

Traitement des boues

Agent de déshydratation des boues

Différentes techniques sont généralement appliquées aux traitements des eaux, telles

que l'adsorption, la floculation ou les traitements biologiques. Le chitosane peut étre utilisé a

des fins d'adsorption (Crini, 2005; Crini,2006) et de floculation (Renault et al., 2009). Le
fait qu'il s'agisse d'un compose écologique tres abondant et plutét bon marché en fait une

solution de choix dans certains cas.
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Ainsi, le chitosane s'est avéré particulierement efficace pour la floculation des effluents
biologiques secondaires des cartonnages (Renault et al.,2009). Malheureusement, les
applications reelles dans I'industrie restent plut6t rares, car les agents floculant concurrents

sont moins chers.

1.2.3.1.2. Les biofilms
1.2.3.1.2.1. Définition et historique

L’adhérence desbactéries a des surfaces est un phénomeéne universellement connu. Le
terme de biofilms a été utilisé pour la premiére fois en 1943 par Zobell (1943). Il n’existe pas
de réel consensus sur la définition du terme «biofilm» et il existe des différences suivant les
auteurs. Nous avons retenu la définition de Sutherland (2001a): «un biofilm est une
communauté de microorganismes (bactéries, champignons, autres) fixéea une surface et
maintenue par la sécrétion d’une matrice adhésive et protectricen.Van Leeuwenhoek,
considéré comme 1’un des fondateurs de la microscopie, fut le premier a observer des
microorganismes issus de grattages de sa propre surface dentaire dans les années 1670. Il est
donc considéré comme la personne ayant découvert les biofilms. En 1940, Heukelekian et
Heller mirent en évidence « I’effet bouteille» consistant en une croissance et une activité
métabolique de microorganismes marins renforcées par la présence d’une surface a laquelle
ils peuvent s’attacher. Il s’en est suivi de nombreuses études sur les biofilms récemment

répertoriées par Hoiby (2014).

Il n’est pas facile donc de donner une définition que 1’on peut considérer comme juste et
complete de ce que sont les biofilms. En effet, ils sont le résultat d’un processus cyclique
systématique complexe qui comprend le transport et I’adsorption de particules organiques et
inorganiques ainsi que de microorganismes sur une surface humide, et, ensuite la production
d’EPS ( exopolysaccharides), biopolyméres qui sont impliqués dans le processus de fixation
du biofilm (Das et al., 2013).

Les biofilms, communément, couvrent les surfaces submergees dans les systemes des
eaux, possedent la capacité de modifier le transport et I'accumulation des substances telles que

les éléments nutritifs et les particules en suspension dans I'eau (Barranguet et al., 2004).
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1.2.3.1.2.2. Composition du biofilm

Les constituants essentiels d’un biofilm sont les microorganismes agglomérés et la
matrice qu’ils synthétisent. Les microorganismes représentent 2 a 15% du matériel du
biofilm; alors que la matrice extracellulaire représente 50 a 90% de la masse organique
carbonée d’un biofilm (Sutherland, 2001b).

L’organisation d’un réseau de canaux aqueux au sein du biofilm permet 1’acheminement
de I’oxygene et des nutriments entre les microcolonies et vers les régions les plus enfouies,
ainsi que 1’évacuation des déchets. Toutefois, un gradient de nutriments et d’oxygeéne existe
depuis la superficie vers la profondeur du biofilm, ou 1’environnement devient plus propice
aux organismes évoluant en anaérobiose. Ainsi, I’état métabolique d’une bactérie au sein du
biofilm peut étre directement dépendant de sa localisation a I’intérieur de la structure
(Clutterbuck et al.,2007 ; O’Toole et al., 2000).

Le rapport C/N (carbone /azote) d’un biofilm est cinq fois plus élevé que pour une
suspension de bactéries planctoniques, ceci étant di a la prédominance de la matrice .Cette
matrice est fortement hydratée et est formée essentiellement des exopolysaccharides (EPS).
L’expression «substances polymériques extracellulaires» regroupe différentes classes de
macromolécules présentes a I’intérieur des biofilms: des polysaccharides, des protéines, des
acides nucléiques, des lipides et d’autres macromolécules dites substances humiques (ce sont
essentiellement les sécrétions de haut poids moléculaire) ainsi que les produits des lyses
cellulaires et de I’hydrolyse de macromolécules. Des composants inorganiques ont été

également trouvés dans la matrice extracellulaire (tableau 10).

La composition des EPS est treés différente d’un biofilm a I'autre. Elle dépend de la
nature des microorganismes présents dans le biofilm, de I’age du biofilm et des différents
facteurs environnementaux comme les forces hydrodynamiques, la température et la

disponibilité de nutriments et leur nature (De Chalvet De Rochemonteix, 2009).

La matrice d’exopolysaccharides joue un rdle structural important et ses propriétés
physico-chimiques sont variables d’un biofilm a ’autre. Sa trés forte teneur en eau, due a sa
capacité a fixer un grand nombre de molécules d’eau par des liaisons hydrogéne, permet a
certains biofilms de lutter contre la dessiccation dans le milieu naturel, les substances

bactéricides mais aussi contre les bactériophages.
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Tableau 10: Principaux constituants de la matrice du biofilm (Sutherland, 2001b).

Constituants En % de la matrice

Eau Jusqu’a 97%
Cellules de microorganismes

2 - 5 % (plusieurs especes )

Polysaccharides
(homo and héteropolysaccharides) | 1-2% (neutra et polyanionique)
Protéines (extracellulaires

et resultants de la lyse) < 1-2 % ( plusieurs, y compris
enzymes )
AND et ARN < 1-2 % (from lysed cells)
ligand d’une enzyme (liées et libres)

La matrice joue un role majeur dans les propriétés de résistance aux biocides des
biofilms, en se liant directement aux agents antimicrobiens et en les empéchant de pénétrer
au sein du biofilm (Donlan et Costerton, 2002; Donlan,2002).

1.2.3.1.2.3. Formation des bhiofilms et facteurs d'influence

1.2.3.1.2.3.1. Formation des biofilms

La formation d’un biofilm est influencée par un certain nombre de facteurs
environnementaux comme la nature de la surface, le milieu et les microorganismes. Il est
admis que ces facteurs interviennent dans 5 processus successifs et cycliques amenant a la
formation d’un biofilm dit « actif mature» (fig.7) (Donlan,2002).

- Le transport des bacteries vers leur support,

- L’adhésion réversible des microorganismes, caractérisée par desinteractions non spécifiques
ou les cellules peuvent etres facilement décrochées par un ringage doux,

- L’adhésion irréversible, caractérisée par des interactions spécifiques entre le support et la
bacteérie via le pili, les adhésines ou les exopolysaccharides,

- La maturation du biofilm et la sécrétion de matrice extracellulaire,

- Le détachement des cellules.
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Tout d’abord, les bactéries interagissent avec un substrat et s’y fixent de facon
réversible par des interactions non spécifiques de type liaison hydrogene ou liaison de Van
der Waals: on parle d’adhérence (fig.7a) (Golovlev, 2002; Van Houdt et Michiels, 2005).
Puis les bactéries se fixent de facon irréversible et spécifique au substrat grace a des
molécules d’adhésion comme par exemple les pili, et synthétisent une matrice
d’exopolysaccharides: il s’agit de la phase d’adhésion (fig.7b). On distingue ensuite des
phases de croissance (fig.7c) et de maturation du biofilm (fig.7d). Ensuite, sous 1’effet de
facteurs environnementaux,les bactéries vont se détacher du biofilm( fig.7e), et se disperser
sous forme planctonique dans le milieu environnant: on parle d’essaimagedu biofilm

(Clutterbuck et al., 2007).

Les cellules planctoniques s’approchent de la surface et s’y attachent; d’ou un
comportement rotationnel a été observé jusqu'a une demi-heure sur la surface puis la rotation
ralentit et cesse peu a peu, entrainant un attachement longitudinal irréversible (Rice et al.,
2000). Apres D’attachement, les cellules bactériennes se réunissent pour former des
microcolonies (Stanley et Lazazzera,2004), par la suite une division cellulaire se produit
donnant naissance a deux cellules filles (Rice et al., 2000).Les processus impliqués dans les
événements initiales de la formation de biofilm comprennent ; le transport et I’adsorption des
cellules vers la surface,la transformation de ces cellules de réversible vers une adsorption

irréversible , désorption de cellules adsorbées de maniére reversible (Rice et al., 2000).

Des microcolonies, qui sont des communautés de cellules bactériennes de trois a cing
couches de profondeur, se développent suite a I'adhésion des cellules bactériennes a une
surface. Les polysaccharides jouent un role dans I’adhésion bactérienne et cela suggere que le
matériel extracellulaire est responsable de la fixation des bactéries a la surface.

Aprés les premicres étapes d’attachements et de formation des microcolonies, la
structure d’un biofilm mdr peut se former (Stanley et Lazazzera, 2004).

La formation des biofilms est largement tributaire de l'intégration des processus
physiques, chimiques et biologiques. Dans un premier temps, certaines cellules sont
transportées en suspension de liquide a un transporteur de surface par des mouvements
physiques. Dans un deuxiéme temps, les premiéres forces attractives, qui sont des forces
physiques et des forces chimiques, retiennent les cellules sur le support de surface et
promeuvent la stabilité des contacts multicellulaires. Dans un troisieme temps, la force

microbienne ne concerne que les cellules attachées mdres.Enfin, le biofilm sera finalement
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déterminé par la force de cisaillement hydrodynamique pour donner des communautés

structurées.

Dans les meilleures circonstances, les biofilms peuvent se développer dans un delai de
jours, en outre le plus grand taux de dilution et de biomasse attachée font croitre les biofilms
plus rapidement ; tandis que le détachement de la biomasse influence grandement la
formation et la stabilité de biofilm. (Chen et Chai, 2005).

Les batonnets rouges représentent les bactéries a 1’état planctonique et ceux figurés en beige
a I’¢tat de biofilm. Ce dernier est représenté en beige. Les cinq stades successifs du passage

d’un de ces états a I’autre sont schématisés et indiqués par les lettres (a), (b), (c), (d) et (e).

(2)- {p)- {c):phase de (e): dispersion et
adhérence  adhésion croissance du piofilm essaimage du biofitm /!/

(d)-phase de
maturation du biofilm

Figure 7:Cycle de développement simplifié d’un biofilm (Donlan, 2002).
D’apres [http://www.biofilm.montana.edu], avec accord du Montana State University Center
for Biofilm Engineering.

1.2.3.1.2.3.2. Les facteurs influencant la formation d’un biofilm

La formation d’un biofilm est un phénomeéne complexe qui est sous I’influence de
nombreux facteurs: caractéristiques du substrat sur lequel les bactéries vont se fixer, forces
s’exercant dans le milieu aqueux (hydrodynamique du fluide), caractéristiques du milieu et

propriétes de la surface des cellules (Donlan, 2002).

Chapitre 1: Généralités sur la pollution de I’eau et les procédés de traitement des eaux usées 42
chargées en colorants et en métaux lourds.



Rahali A.(2020). Dépollution des eaux urbaines par les nanochitosanes et les biofilms.
These de doctorat en Sciences Biologiques. Univ. Mostaganem.

1.2.3.1.2.3.2.1. La surface

N’importe quel matériau en contact avec un fluide contenant des bactéries est un
support potentiel pour la formation d’un biofilm. La rugosité, les propriétés chimiques d’une
surface et la présence préalable de films protéiques influent sur I’attachement des bactéries a

cette surface et a la formation d’un biofilm (De Chalvet De Rochemonteix, 2009).

1.2.3.1.2.3.2.2. Les caractéristiques du milieu

La formation et la dispersion d’un biofilm nécessitent des équipements enzymatiques
précis et des entités structurales particuliéres, dont [’activation dépend de facteurs
environnementaux tels que le pH, la température, concentration en oxygene et en nutriments
et aussi la source de carbone disponible (Donlan et al., 2002; Casadevall et Marling, 2007;

Spormann, 2008).

1.2.3.1.2.3.2.3. Les propriétés des cellules

La plupart des bactéries sont chargées négativement et présentent a leur surface des
zones hydrophobes. Plusieurs éléments structuraux des bactéries interviennent dans leur
attachement a une surface: flagelles, fimbriae, polysaccharides. Il peut y voir des compétitions
ou des coopérations entre cellules lorsque plusieurs especes de bactéries sont concernées. Les
polymeres apolaires situées a la surface des cellules comme les fimbriae, certaines protéines,
et les acides mycoliques (composants de certaines bactéries Gram positives) semblent
s’attacher de facon prédominante a des surfaces hydrophobes. Les exoploysacchardies et les

lipopolysaccharides sont plus importants dans les mécanismes d’attachement a des surfaces
hydrophiles (Donlan ,2002).

1.2.3.1.2.4.Les biofilms dans le traitement des eaux usées

Le traitement des eaux usées avec des systemes de biofilms présente plusieurs
avantages par rapport aux systemes de croissance en suspension. Une flexibilité
opérationnelle, un faible encombrement, un temps de rétention hydraulique réduit, une
résilience aux changements de I'environnement, un temps de séjour en biomasse accru, une
concentration élevée en biomasse active, une capacité améliorée a dégrader les composés

récalcitrants ainsi qu'un taux de croissance microbien plus lent entrainant une production de
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boues plus faible en sont quelques-uns des avantages des procédés de traitement des biofilms
(Lazarova et Manem, 2000; Chen et Chen, 2000; Wilderer et McSwain, 2004).

Les systemes de biofilms permettent également un meilleur contréle des taux de
réaction et de la dynamique des populations (Lazarova et Manem, 2000). Les configurations
de réacteurs a biofilms appliquées au traitement des eaux usées comprennent des filtres
ruisselants, des filtres & média plastique a haut débit, des contacteurs biologiques rotatifs, des
réacteurs a biofilms a lit fluidisé, des réacteurs de transport aérien, des filtres granulaires et

des réacteurs a cellules immobilisées sur membrane (Lazarova et Manem, 2000).

Une division générale entre les processus a lit fixe et mobile en fonction de I'état du
matériau de support est généralement effectuée. Les systémes a lit fixe comprennent tous les
systemes dans lesquels le biofilm est formé sur des supports statiques tels que des roches, des
profils en plastique, des éponges, des supports granulaires ou des membranes (Lazarova et
Manem ,2000). Le flux de liquide a travers les milieux statiques fournit aux microorganismes

des nutriments et de I'oxygéne.

Les systemes a lit mobile comprennent tous les processus de biofilms avec des milieux
en mouvement continu, maintenus par une vitesse élevée de I'air ou de I'eau ou une agitation
mécanique (Rodgers et Zhan, 2003). Le matériau porteur du biofilm (support) est sélectionné
en fonction de sa taille, de sa porosité, de sa densité et de sa résistance a I'érosion
(Christensson et Welander,2004; @degaard et al., 2000). En utilisant un matériau ayant
une grande surface spécifique (m? / m®), une activité biologique élevée peut étre maintenue en
utilisant un volume de réacteur relativement petit. L'épaisseur du biofilm dans les réacteurs est
généralement contrdlée en appliquant une force de cisaillement, qui est obtenue en modifiant
I'intensité d'agitation, la vitesse d'‘écoulement ou par lavage a contre-courant (Rodgers et
Zhan,2003).

Outre le traitement primaire, secondaire et tertiaire des eaux usées, des systemes de
biofilms ont également été utilisés avec succes pour traiter les eaux usées industrielles. Les
biofilms utilisés dans le traitement des eaux usées bénéficient d'un certain nombre de
mécanismes d'élimination tels que la dégradation biologique, biosorption, bioaccumulation et

biominéralisation (Singh et al., 2006).
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Une biosorption efficace des métaux lourds (Guibaud et al., 2006) et des solvants
organiques (Spath et al.,1998) par les composants de la matrice de biofilms a été trouvée.
Des réacteurs utilisant la flore microbienne naturelle ou des souches spécifiques ayant la
capacité d'éliminer, par exemple, les chlorophénols (Chang et al.,2004; Zilouei et al.,2006),
le pyrene et le phénanthrene (Eriksson et al.,2002), les n-alcanes (Yamaguchi et al.,1999), le
tétrachlorure de carbone (Jin et Englande,1998) et les effluents mixtes de l'industrie

pharmaceutique (Rosén et al.,1998) ont été décrits dans la littérature.

L'utilisation de souches bactériennes spécifiques pour améliorer les performances du
traitement des eaux usées est appelée bioaugmentation. Stephenson et Stephenson (1992)
ont défini la bioaugmentation comme un processus qui tente d'améliorer le traitement en
augmentant la diversité et / ou l'activité grace a une introduction directe de microorganismes
naturels ou génétiquement modifiés sélectionnés dans le systeme. Pour parvenir a une
bioaugmentation réussie, la survie, l'activité et la rétention des microorganismes inoculés

doivent étre garanties dans le nouvel environnement (Van Limbergen et al., 1998).
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Chapitre 11: Materiels et Méthodes

11.1. Matériels
11.1.1.Matériel biologique

11.1.1.1.La carapace de crevette comme source de chitine et de chitosane

Les carapaces de crevette utilisées dans cette étude proviennent d’une espéce de
crevette rouge Aristeus antennatus collectée au niveau des pécheries de la wilaya de

Mostaganem.

11.1.1.2. Le criquet pélerin comme source de prélévement des souches bactériennes

L’espéce de criquet pelerin utilisée comme source de prélevement des souches

bactériennes a été collectée au niveau de la région sud de la wilaya de Tiaret.

I1.1.2. Matériels d’analyse
11.1.2.1. Solvants et réactifs utilisés

Les solvants et les réactifs utilisés dans ce protocole sont les suivants :
- Sel de Nickel (Nickel (11) chloride Hexahydrate) : NiCl,*6H.0 (MERCK );
- Sel de cobalt (Cobalt (I1) chloride Hexahydrate ) : CI2Co* 6H20 (MERCK);
- Bleu de méthyléne: C16H1sCLN3S (Sigma Aldrich);
- Rouge congo Cz2H22NsNa20sS2  (Sigma Aldrich);
- Solution d’acide chlorihydrique (HCI ) : DP 40 %. (Sigma Aldrich);
- Solution de la soude (NaOH) concentré : DP 95%.(Sigma Aldrich);
- Tripolyphosphate de sodium (STPP) NasP3010. (Sigma Aldrich);
- Acétone ;
- Ethanol, DP 95%.

11.1.2.2. Appareillage

La nature des appareils d’analyse et de mesure utilisés dans cette expérience est la
suivante :
- Spectroscopie infra rouge de Fourier FTIR du (Shimadzu IRPrestige-21, Japon);

- Zetasizer 2000 (Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, Royaume-Uni);
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- Microscope elecotronique a balayage additionné de EDS SEM-EDX couplé a un
spectroscope a rayons X (Philips XL 30 SFEG, France) ;

- Spectrophotometre a plasma avec couplage inductif (ICP ) (Perkin Elmer Optima 7000
DV, Germany);

- Etuve Memmert IN30 plus (Germany);

- Spectrophotometre UV-Vis (Hach Lange, DR 2800, France);

- Centrifugeause Rotofix 32A (Hettich, Germany);

- pH metre HANNA HI183141 (France).

11.2. Méthodes
11.2.1. Extraction de la chitine et préparation du chitosane

Le diagramme de préparation des adsorbants est reporté sur la figure 8. Les crevettes
sont ététées et leurs carapaces récupérées pour étre soigneusement lavées a I’eau courante afin
d’¢éliminer les déchets indésirables et les impuretés supplémentaires. Elles sont ensuites
séchées dans un four a 105°C jusqu'a ce qu'un poids fixe soit atteint avant d’étre broyées et
séparées pour obtenir des particules de taille inférieure a 250 pum (Percot et al., 2003;
Sagheer et al.,2009).

Les carapaces ont été durcies avec une solution de HCI 0.25M a la température
ambiante avec un rapport de 1/40 (P/V : 1g de carapace pour 40mL de HCI), le solide et les
minéraux a l'intérieur des carapaces de crevette sont dissous dans le HCI pendant ce processus
de déeminéralisation (Percot et al., 2003; Sagheer et al.,2009). La déminéralisation permet de
minimiser la teneur en cendres et les carbonates et phosphates présents dans le solide. L’eau
distillée a été utilisée pour nettoyer ce solide créé pour éeliminer les minéraux dissous et
I'exces de HCI. Ensuite, I'échantillon solide a été placé dans un four a 105°C jusqu'a ce qu'un

poids fixe soit atteint.

La poudre de carapaces de crevette déminéralisee a eté obtenue en traitant la poudre de
crevette obtenue lors des étapes précédentes avec une solution de NaOH 1M sous chauffage a
70°C avec un rapport solution/ solide de 20 mL.g. Dans ce processus, la soude provoque
I’hydrolyse des protéines du solide en acides aminés hydrosolubles. Cette opération a été
répétée de nombreuses fois jusqua ce qu'aucune couleur ne soit apparente pour

signifierl’épuisement des protéines du solide.
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Figure 8 : Préparation du chitosane a partir des carapaces de la crevette (Rahali et al., 2020).

Le solide résultant a ensuite été lavé pour devenir neutre afin d'éliminer les protéines en
suspension et I'exces de NaOH (Dos Anjos et al., 2002; Saha et al.,2005).Ensuite, les
échantillons ont été séchés dans le four a 105 °C jusqu'a I’obtention d’un poids constant.
Apres cette étape, la poudre résultante a d'abord été lavée avec de I'éthanol chaud (rapport
solution / solide de 10 mL.g™?) et ensuite bouillie dans de I'acétone (rapport solution/solide de
10 mL.g™}) pour éliminer d'autres petites quantités d'impuretés pouvant étre présentes dans les
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carapaces de crevettes (Rinaudo , 2006). L’eau distillée a été utilisée pour nettoyer la poudre

purifiée (chitine) puis séchée au four a 105°C jusqu'a un poids fixe.

La derniére étape est la préparation du chitosane connue sous le nom de desacetylation
et qui consiste a convertir la chitine en chitosane par I'élimination des groupes acétyls. La
chitine a été immergee dans une solution de NaOH a 45% (rapport solution / solide de 15
mL.gY) & 22 °C pendant 4 jours, puis lavée a I'eau distillée jusqu'a pH 7 et séchée dans le four
a 105 °C jusqu'a un poids constant (Rinaudo, 2006). Le degré de désacétylation de chitosane
a été évalué en utilisant le spectre infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) dans la plage de
500 a 4000 cm'™,

11.2.2. Préparation du nanochitosane a partir de la chitine

La préparation du nanochitosane a partir de la chitine a été réalisée selon la méthode
décrite par Tang et al.(2007). Cela consiste a dissoudre 20 mg de chitosane dans 40 mL
d'acide acétique a 2% (v/v) et & y ajouter lentement sous agitation 20mL d’une solution de

tripolyphosphate de sodium a 0,75 mg/mL.

11.2.3. Isolement et identification des souches bactériennes a partir du criquet Pélerin
11.2.3.1. Isolement des bactéries sphingomonas et conservation des isolats

Les criquets pélerins (Schistocerca gregaria) ont été capturés dans une région du Sud
de Tiaret et transportés au laboratoire ou ils ont été aussitét disséqués dans des conditions
d’asepsie. Il s’en est suivi le prélévement aseptique de 25grammes d’intestin qui sont broyés
et homogénéisés par vortex avec 225mL d’eau péptonnée saline (NaCl 8.5g.1"; bactopeptone
19.1"Y) puis laissés en incubation pendant 24h a température ambiante(fig.9). Une série des
dilutions adéquates ont été ensemencées sur le milieu King A dont la composition est reportée
au tableau x (Annexel) et qui est le milieu sélectif pour isoler les sphingomonas (King et al.,
1954). Les isolats de Sphingomonas sp sont purifiés et repiques dans des tubes contenant un
milieu KB, dont la composition est reportée au tableau y(Annexel), additionné de glycérol
(25% : VIV), et qui sont incubés a 28°C puis conservés a -20°C pour une période qui ne

dépasse pas les 6 mois.
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Figure 9 :I.’espéceCriquet pélerin utilisée dans 1’isolement des souches Sphingomonas.

I1.2.3.2. Observation de I’aspect phénotypique des Sphingomonas.

Les caractéristiques phénotypiques de souches isolées sont déterminées par observation
macroscopique et microscopique des colonies obtenues sur le milieu d’isolement et par la
réalisation d’une coloration de Gram (Larpent et Larpent-Gougaud, 1997). La coloration de
Gram repose sur la différence de composition de la paroi cellulaire entre les bactéries a Gram
positif et celles a Gram négatif. Ainsi, elle permet de colorer les bactéries et de les distiguer
selon leur aptitude a fixer le violet de gentiane (Gram +) ou la fushine (Gram -). La lecture au

microscope (objectif 100) permet de donner un premier niveau d’identification.

11.2.3.3. Méthode d’identification moléculaire des souches isolées
11.2.3.3.1. Extraction de PADN

L’ADN est extrait selon la technique de Provost et al. (1997). Dans un microtube
contenant 500 pL d’eau distillée, on introduit d’une suspension bactérienne issue d’une
culture jeune de 24h, a laquelle sont ajoutés 150 uL de solution d’extraction( generalement
une combinaison de phenol et chloroforme ).Le mélange est agité en continu au vortex

pendant 2min, puis chauffé a 100°C dans un bain marie a sec pendant 30min, pourétre
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centrifugé ensuite a 10000xg pendant 8min. Les surnageants contenant I’ADN sont alors

récupéres dans un microtube stérile et conservés a -20°C (fig10).

11.2.3.3.2. PCR Universelle

Chaque souche est identifiée au niveau du genre ou de I’espéce par s€quencage d’un
fragment du géne ADNr 6S (ADN ribosomique) apres amplification génique (PCR) a 1’aide
d’un couple d’amorce 91E (3° TCAAAK*GAATTGACGGGGGC 5°) et 16S: (5’
GCCCGGGAACGTATTCAC 3’) (Relmanetal., 1990).

Dix uL de la dilution au 1/50° de I’ADN extrait et 15 pL (0.66 pmol/ pL) du melange
du couple d’amorce sont introduits dans un tube Ready-to-Go™ PCR contenant la Tagq
polymerase, des dNTP, du Tris HCL pH=9, du KCI .MgCl,.L’amplification est réalisée dans
un thermocycleur (Minicycler™ Mj.Research), aprés une dénaturation initiale a 94°C pendant
10min suivie de 45 cycles de PCR a 94, 55, 72°C pendant 30s, et enfin par une élongation
finale a 72°C pendant 10min.

11. 2.3.3.3. Séquencage

Le séquencage dans un seul sens a été effectué en utilisant les amorces 91 E et 16S». Il a
été réalisé selon la méthode de Sanger(1977) adaptée par le Kit de séquencage DYE
terminator (Amershan Biociences, Uppsala, Sweden). Enfin, c’est le séquenceur d’ADN ABI
377 (Applera, Foster City,USA) qui a permis I’analyse automatique des réactions de

séquencage.

I1.2.4. Evaluation du pouvoir de production d’exopolysaccharides par les souches

Isolées

Pour bien comprendre le pouvoir de production des biofilms par les 13 souches isolées
il faut, d’abord, quantifier leur pouvoir de production des exopolysaccharides (EPS). Cette
quantification des EPS a été réalisée selon la technique décrite par Dubois et al. (1956) ce
faire, 100 mL du bouillon MRS (De Man Rogosa and Sharpe) ont été inoculés par une jeune
culture de chacune des souches a tester a raison de 1% (V/V). Aprés une incubation de 24h en
aérobiose a la temperature de 37°C, la culture a été centrifugée a 6000 tours/min pendant
20min. Pour un volume de surnageant issu de cette centrifugation, deux volumes d’éthanol a

4°C ont éte ajoutés, le tout a été incubé pendant une nuit a 4°C pour précipiter les glucides.
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[ Centrifugation (10000xg/5 min) des cellules (1 mL de culture d’une nuit) }

J L

[ Ringage du culot avec de I’eau PCR ]

J L

[ Reprise du culot dans 480 uL d’EDTA 50 mM pH 8 ]

JL

[ Addition de 120 pL d’une solution de lysozyme a 20 mg/mL ]

4 L

[ Incubation 40min a 37°C sous aaitation J

J L

[ Centrifugation 2 min & 15000xg ]

J L

[ Reprise du culot dans 600 uL de solution NucleiLysis par retropipettage ]
< L

[ Incubation 40min a 80°C puis refroidissement a température ambiante ]

4L

Addition de 200 pL de solution Protein Precipitation*
puis vortexer 20 sec. et incuber 10min dans de la glace
Centrifugation 3min a 15 000xg puis transfert du surnageant dans un tube
de 1,5 mLstérile contenant 600 uL d’isopropanol (100% ou 90%).
Mélanger délicatement par inversion des tubes (ne pas vortexer)

JL

[ Centrifugation 5 min a 13000xg avec élimination du surnageant ]
[ Lavage du culot par 600 pL d’éthanol 70 % ]
[ Centrifugation 5 min a 13000xg ]

J L

[ Sécher le culot sous la hotte (10-15 min) jusqu’a disparition du liquide ]

4 L

Réhydratation du culot par 50 uL de solution Rehydratation* puis incuber 1h a 50°C

Stoker I’ADN a 4°C pour 1 mois. au dela de 1 mois stoker a -20°C

Figure 10: Diagramme d’extraction de I’ADN génomique avec le Kit Wizard® Genomic
DNA Purification (Promega).
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Les précipités obtenus ont été récupérés par centrifugation a 6000 tours/min pendant
5min et resuspendus dans 2 mL d’eau distillée. Le mélange précipité-eau a été filtré sur un
millipore de 0.22 um de porosité. Ensuite, 40pL de phénol a 80% (V/V) et 2 mL d’acide
sulfurique concentré ont été ajoutés a chaque 800 pL de filtrat suivi d’une agitation au vortex.

En parall¢le un blanc a été préparé en remplacant 1’échantillon avec de 1’eau distillée.

La lecture de 1’absorbance est effectuée a une longueur d’onde de 488nm. Sur la base
d’une droite étalon établie avec différentes concentrations de glucose, les résultats sont

exprimés mg équivalent glucose par litre (Dubois et al., 1956).

I1.2.5. Technique d’élaboration des biofilms

Le protocole suivi pour 1’¢laboration d’un biofilm par les souches Sphingomonas est
celui décrit par Quintilas et al. (2009). Il consiste a placer 1g de zéolite dans des flacons
d’erlenmeyer stériles de 250mL. Un volume de 15 mL d’une culture bactérienne jeune de
24ha été ajouté a 150 mL d’eau distillée stérile. Les flacons d’erlenmeyer ont été incubés a
37°C pendant 10 jourssous agitation continue, pour étre laisses au repos pendant 4 jours pour
permettre ’immobilisation des cellules a la surface du zéolite et optimiser 1’adhérence

bactérienne.

11.2.6. Méthodes de caractérisation du chitosane et des biofilms
11.2.6.1. Détermination du degré de désacétylation du chitosane

Les degrés d'acétylation (DA) et de désacétylation (DDA) sont des parametres essentiels
pour caractériser le chitosane. Le degré d'acétylation (DA) concerne les groupes N-
acetylamine (Czechowska-Biskup et al., 2018). Le degré de désacétylation (DDA) montre
I'élimination du groupe acétyle de la chaine et peut étre déterminé par analyse FTIR a partir
de I'équation (1) et (2). Le degré de désacétylation du chitosane a été calculé en utilisant
I'équation commune donnée comme suit (Domard et Rinaudo, 1983). Les valeurs
d'absorbance & 1650 cm™ et 3450 cm™ sont les hauteurs absolues des bandes d'absorption des

groupes amide et hydroxyle respectivement (Mohanasrinivasan et al., 2013).

100
1.33

A -1
DA — 1650cm X

3450cm™1

1)

DDA% = 100 — DA )
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I1.2.6.2.Méthode a I’infrarouge de Fourier FTIR (Fourier Transform InfraRed
Spectroscopy)

La spectroscopie FTIR (Fourier Transform InfraRed Spectroscopy) (Shimadzu
IRPrestige-21) a été utilisee pour comparer et confirmer la conformation chimique du
chitosane, nanochitosane et des biofilms élaborés. Les spectres d’échantillons ont été obtenus

avec une gamme de fréquence de A=400-4000 nm(Bhavani et al., 2016).

Pour I’étude de FTIR, la biomasse de biofilm a été centrifugée et séchée (24h a 60°C),
ensuite 10mg de I’échantillon biologique (chitosane et biofilm) finement broyé ont été
encapsulés dans 100mg de bromure de potassium KBr (RIEDEL Germany) afin de préparer

des disques translucides.

11.2.6.3. Technique de Microscopie Electronique a Balayage- Energy Dispersive

Spectroscopy (MEB- EDS)

La microscopie électronique a balayage (MEB) est I'une des techniques les plus
polyvalentes, les plus distinguées et les plus populaires dans la recherche ainsi que dans les
secteurs industriels. C'est une classe de microscopie électronique qui utilise un faisceau
d'électrons a haute énergie pour balayer les échantillons et fournir une image a fort
grossissement et résolution. Le faisceau d'électrons du canon a électrons interagit avec les
électrons de I'échantillon et produit certains signaux sur la topographie de la surface. Les
images MEB sont obtenues en analysant les signaux des électrons secondaires et

rétrodiffusés, qui contiennent des informations concernant I'échantillon.

Cette technique fournit des informations abondantes sur les échantillons analysés, y
compris, mais sans s'y limiter, la morphologie de la surface, la cristallinité, la composition
éléementaire (Spence , 2013). La MEB est largement utilisée depuis des décennies dans I'étude
et l'analyse des systéemes de biopolymeres pour obtenir des informations concernant la
structure, la morphologie, la taille, la forme, les modifications de surface, l'usure, etc... La
technique MEB a été d’un grand apport dans l'analyse des biopolyméres (Pang et al.,
2013;Shekarforoush et al., 2016; Phinichka et Kaenthong, 2017), des nanoparticules de
biopolyméres (flgii et al., 2011; Saari et al., 2017). Les images MEB peuvent étre utiles pour

observer et analyser différentes structures de particules allant des fibres aux microparticules et
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aux nanocristaux (Anzlovar et al., 2018; Fazeli et Renata, 2019). Le MEB fournit un

moyen efficace d'analyse de ces particules et de leurs surfaces.

La spectroscopie a rayons X a dispersion d'énergie (EDS) est un accessoire
supplémentaire inclus dans la MEB qui fonctionne comme une technique analytique pour
déterminer la composition élémentaire ou la caractérisation chimique d'un échantillon (Girdo
et al., 2017). Dans cette étude nous avons utilisé la MEB-EDS de la marque Philips XL 30
SFEG France pour rendre compte de la morphologie et de la composition élémentaire du

chitosane et des biofilms élaborés.

11.2.6.4. Méthode de détermination du potentiel Zéta ou potentiel zéro

Le potentiel Zéta représente la charge électrique qu’une particule acquiert grace au
nuage d’ions qui I’entourent quand elle est en suspension ou en solution. Ce potentiel a été
déterminé a différentes valeurs de pH allant de 3-9. Pour cela, des suspensions de 10g.L™
d’échantillon de chitosane et de nanochitosane ont été préparées et diluées par de 1’eau
distillée, ensuite reparties dans des flacons ou le pH initial a été ajusté par I’ajout de NaOH
AN ou HCL (1N) pour avoir une gamme de pH comprises entre 3 et 9. Les suspensions ont été
conservées a 4°C et filtrées a 0.45 um , 2h avant 1’analyse (phase de stabilisation). Un volume

de 3mL d’échantillon a été introduit dans la cellule de mesure (Bouauine, 2018).

Dans cette étude, la cellule de mesure du potentiel zéta utilisée est de marque Zetasizer

2000 (Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, Royaume-Uni).

I1.2.7. Détermination du pouvoir d’adsorption de colorants et de métaux lourds par les
biomatériaux preparés
11.2.7.1. Adsorption du bleu de méthyléne et du rouge Congo par le chitosane

Les expériences d'adsorption ont été étudiées dans le type d'opération par lots a
différentes valeurs initiales de pH, de température et de concentration de colorant (fig.11). Les
expériences d'adsorption ont été réalisées a temperature constante de 25°C en introduisant une
guantité pesée avec précision de chitosane (0,25g) dans un volume de 50mL de solutions de
deux colorants différents (bleu de méthyléne et rouge Congo) de concentration de 100mg.L*

chacune.
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Deux séries d’isothermes ont été réalisées pour deux solutions de colorants différents et
chaque étude d’isotherme contenait cinq concentrations de colorant allant de 10 a 150mg.L™2.
Pour chaque cycle d'expérience, des flacons separés ont éte préparés et utilisés pour évaluer
les données expérimentales. A chaque fois, I'adsorbant a été éliminé de la solution par
centrifugation a 2600trs/min pendant 4min et les concentrations finales de colorant ont été
mesurées dans les solutions en utilisant un spectrophotométre UV-Vis (Hach Lange, DR 2800
France) a une longueur d'onde correspondant a une valeur d'absorbance maximale de

I’échantillon.

Les capacités d'adsorption de chaque colorant ont été calculées en utilisant I'équation 3

_ V(Co=Cy)

qQe=—— (3)

m
ou:

g est la masse de colorant adsorbé par unité de poids de I'adsorbant (mg.g™) au temps t, Co et
Ct (mg.L™?) sont la concentration initiale et la concentration au temps t (min) du colorant,

respectivement; m est la masse d'adsorbant utilisée (g) et V est le volume de solution (L).

Figure 11 :Schéma de configuration expérimentale d'adsorption par lots utilisé (Rahali et al.,
2020).
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D'autres parametres (isotherme de Langmuir et de Freundlich, diffucsion

intraparticulaire) ont été mesurés experimentalement.

11.2.7.2. Adsorption de nickel par le chitosane et le nanochitosane

Les experiences d'adsorption ont été menées dans un ensemble de flacons Erlenmeyer
de 250mL contenant 0.1g de nanochitosane et 50 mL de solutions d'ions nickel avec
différentes concentrations initiales (50, 70, 100 , 200 , 300 et 400mg/L). Les valeurs de pH
utilisées sont 2, 3, 5, 7 et 9. La cinétique d’adsorption du nickel en fonction de différentes
températures (20, 35 et 50°C) a été suivie. Les expériences d’adsorption de nickel ont duré
360 min. Les flacons ont été placés dans un agitateur rotatif a 200 trs/min. Les échantillons
ont été filtrés et la concentration résiduelle d'ions nickel a été analysée par spectrophotométrie
a plasma a couplage inductif (ICP) (PerkinEimer Optima 7000 DV Germany). La capacité

d’adsorption de nickel a été calculée selon I’équation 3.

11.2.7.3. Adsorption de Nickel et de cobalt par les biofilms des souches isolées

Des solutions aqueuses meres a 1000 mg/l (P/V) de chlorure de nickel hydraté (NiCl.,
6H-0) et de chlorure de cobalt (Cl.Co, 6H.0) ont été préparées.

La zéolite (notée NaY avec le rapport Si/Al = 2.83), utilisée comme le support d’une
surface spécifique de 900m?/g, a été obtenue auprés de Zeolyst (Société Miniére Rota dans la
ville Gordes / Manisa Turquie). La zeolite a été sélectionnée en raison de sa capacité a
immobiliser les microorganismes (Milan et al., 2001).Toute la verrerie utilisée a été lavee
dans 1’acide nitrique a 10% (V/V) puis rincée avec de I’eau distillée pour éliminer toute

interférence possible avec d’autres minéraux.

Les expériences d’adsorption par lots ont ét¢ menées dans des Erlenmeyers de 250mL
en utilisant 1g de zeolite NaY avec 15mL de milieu de culture pour les bacilles Sphingomonas
et 150mL des différentes solutions de métaux lourds (20, 50, 70, 100mg/L ) dont les pH ont
été mesurés. Les Erlenmeyers ont été maintenus a 37°C, sous agitation modérée pour
favoriser le contact entre le biofilms et les solutions métalliques, pendant 10jours (temps

nécessaire pour atteindre 1’équilibre). Des échantillons de ImL ont été prélevés, centrifugés
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et les concentrations d’ions métalliques pendant les expériences ont été mesurées par ICP

(Quintelas et al., 2009).

I1.2.8. Cinétique d’adsorption

La cinétique d'adsorption définit les voies de reéaction, les vitesses et le mécanisme du

processus jusqu'a I'équilibre. Les différents modeles cinétiques étudiés sont les suivants:
11.2.8.1. Pseudo-premier ordre:

Ce modele décrit la cinétique d'adsorption d'une espéce dans un adsorbant par
I'équation différentielle ordinaire du premier ordre qui donne par intégration I'équation
suivante (4) (Lagergren , 1898; Yuh-Shan , 2004) :

k
log(ge — qr) = log(qe) — 5555 t(4)

ou:

qt et ge (mg.g?) est la quantité d'adsorption de colorant par unité d'adsorbant au temps t et a

I'équilibre respectivement, ki est la constante de vitesse de pseudo-premier ordre (min™)

calculée a partir du graphique de log(Qe-Qt) dans un instant t.

11.2.8.2.Pseudo-second ordre:

Dans ce modele, la liaison des polluants a la surface de l'adsorbant est due aux
interactions physico-chimiques entre l'adsorbant et I'adsorbat, conduit a un processus de
chimisorption (Bulut et al., 2008). La forme linéaire de ce modéle est donnée par I'équation
(5) (Ho et McKay , 1999).

Oou:

k'2 (g.mg™.min%) est la constante de vitesse pour le modéle de pseudo-second ordre, utilisée

pour calculer le taux d'adsorption initial (h) (mg.gt.min™) par I’équation (6) :

h =kjqe (6)
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Les valeurs de h, k'> et ge sont calculées a partir du graphe de t/q: dans un moment t.

Le modeéle de diffusion intra-particules a éte utilisé pour interpréter le processus
d'adsorptiondu bleu de méthyléne et du rouge Congo par le chitosane. Ce modéle peut étre

représenté par I'équation (7) (Weber et Morris, 1963).

qe = kit'/? (7

Ou k; est la constante de vitesse intra-particulaire (mg. g*. mint/?).

L'isotherme d'adsorption exprime la différence de concentration de soluté aux phases
liquide et solide a I'équilibre. Dans cette étude, le processus d'adsorption a été étudié par les
modeles d'isothermes de Langmuir et Freundlich. Dans le modéle de Langmuir (équation 8),
seule I'adsorption homogene a lieu sur la surface solide et un endroit ne peut avoir été occupé
que par un soluté et aucune adsorption ne peut plus se produire a cette surface (Langmuir ,
1918).

2= () + Gl ®)

de
Lorsque Ce (mg.L?) est la concentration des polluants a I'équilibre, Qm est la capacité
d'adsorption la plus élevée (mg.g™?) et b (L.mg™) est la constante du modéle d'isotherme de

Langmuir.

Un paramétre de séparation sans dimension, R. peut également étre calculé a partir de
I'équation de Langmuir (Freundlich, 1906). Les valeurs Ry calculées montrent la description
du type d'adsorption selon I'équation 9, par exemple, linéaire (R.= 1), favorable (0<R.<1), ou
irréversible (R.= 0) (Wu et al., 1999; Babu et Gupta, 2007).

1
Ry = 1+bCo ©)

L'isotherme empirique de Freundlich (équation 10) peut étre utilisé pour décrire

I'adsorption non parfaite et multicouche sur des surfaces hétérogenes (Hall et al., 1966). La
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constante n est liée a l'intensité d'adsorption tandis que 1’autre constante Kr est liée a la

capacité d'adsorption (mg.g™L).

log q. = log Kp + nlog C, (20)

Kr en (mg.g™h).(L.mg™?) 1/ et n sont des constantes du modéle de I'isotherme de Freundlich
qui se rapportent respectivement a la capacité et a l'intensité d'adsorption (Desta, 2013;
Campbell et Davies, 1995). Le rapport en puissance (1/n) est fonction de la force
d'adsorption et mesure I'nétérogénéité de surface (Foo et Hameed, 2010; Dada et al., 2012).
Si n=1 alors la partition entre la phase liquide et la phase solide est indépendante de la
concentration, tandis que l'adsorption est linéaire (Coles et Yong, 2006), si la valeur du
rapport (1/n)>1, cela indique une adsorption coopérative; cependant, si (1/n)<1 cela indique

une adsorption normale (Fan et al., 2013).
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

I11.1. Pouvoir adsorbant du chitosane vis-a-vis du bleu de méthylene et du rouge Congo
I11.1.1. Caractérisation physico-chimique du chitosane

I11.1.1.1. Résultat d’analyse par la FTIR

La spectroscopie FTIR du chitosane (fig.12) a montré que la vibration d'élongation
située a 3429cm™? marque l'apparition du groupe amine N-H. En fait, les bandes
correspondant a la vibration de valence symétrique du groupe CHs et a celle de I'allongement
C-H étaient respectivement de 2924 cm™ et 2893 cm™. Il y avait également une vibration C-C
de l'anneau aromatique a 1577cm™ et une vibration N=N a 1485cm™. De plus, la vibration
d'allongement C-N est apparue a 1379cm™ et 1179cm™. 1l y avait aussi une bande a 1103cm™*
qui correspond a la vibration S=O. La vibration de déformation dans le plan C-H est a
1026cm 1, 811.59 cm™ et 689.34 cm-1. Enfin, une bande a une vibration C-S est apparue a
582.13 et 536.05 cm™.

Cependant, aprés I'adsorption du bleu de méthyléne et du rouge Congo sur le chitosane,
on observe, d’une part, I'apparition de deux pics autour de 900 cm™ et 554 cm™ correspondant
aux anneaux aromatiques C=C des colorants (Boucherdoud et al., 2019); et d'autre part, une
diminution de l'intensité des pics 1379cm™ et 1577cm™ qui correspond & C-N, et du cycle
aromatique, respectivement, en raison de l'interaction électrostatique entre ces groupes et
I'atome de soufre du bleu de méthylene et le groupe sulfoné du Rouge Congo (Sakkayawong
et al., 2005). Un autre changement évident est observé au niveau de la fréquence 3429cm™;
ce qui indique la participation des groupes amine dans le processus d'adsorption (Huang et
al., 2011). Ces changements, apres adsorption de colorants, ont prouve qu'il s'est produit un
contact chimique entre le chitosane et les molécules de colorant, comme les principaux
groupes fonctionnels engagés dans le processus d'adsorption des deux molécules de colorant

sur le chitosane étaient les groupes amine (Jawad et al., 2020; Malek et al., 2020).
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Figure 12 : Spectroscopie FTIR de chitosane. (a) avant adsorption, (b) aprés I’adsorption de bleu de
méthyléne (BM) et (c) de rouge Congo (RC).

111.1.1.2. Nature du potentiel zéta du chitosane

Le potentiel zéta ou pHp, (pH auquel la charge électrique est nulle & la surface de
I'adsorbant) est un parametre trés important expliquant le processus d'adsorption en termes
d'attractions électrostatiques entre la surface chargée de l'adsorbant et les polluants. Le pHp;
du chitosane ou pHpzc est mesuré dans une gamme de pH entre 3 et 9 correspondant a des
valeurs potentielles comprises entre 10,6 mV et -9,88 mV. Le résultat du pHpc a différentes
valeurs de pH est reporté sur la figure 13. Le pHp,c diminue presque linéairement avec
I’augmentation du pH, et sa valeur optimale obtenue a un pHde 6,5. Il est important
d’indiquer qu’a un pH> 6,5, la surface du chitosane est chargée négativement ; alors qu’a pH
<6,5, la surface du chitosanedéveloppe une charge positive. La charge positive du chitosane
est obtenue par protonation du groupement amine sous forme NH** aprés sa solubilisation

dans l'acide acétique.

En milieu acide, le chitosane (Chit-NHz) peut agir comme une base faible et reagit avec

les protons H* résultant de la dissociation de I'acide acétique pour produire le chitosane sous
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forme protonée (Chit-NH3 +) selon la réaction stable suivante (équation 11) (Rinaudo et al.,
1999):

Chit-NH,+ H* — Chit-NH;* (11)

Lorsque le pH augmente, il y a une diminution du potentiel zéta du chitosane en raison
de la neutralisation des charges du chitosane par un excés de NaOH. Des groupes hydroxyle
forts sont produits en présence de NaOH et peuvent interagir avec le proton H* du groupe
amine sur le chitosane. Par conséquent, a des pH inférieurs a 6.5, le proton H* du chitosane

est protégé. Ces résultats sont similaires a ceux rapportés par Yan-Rung et al. (2015).

10 4

Zeta potential (mV)
=

=10

Figure 13: Potentiel zéta du chitosane en fonction du pH.
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I11.1.1.3. Résultat d’analyse par MEB-EDS

La morphologie du chitosane a été explorée par microscopie électronique a balayage
(MEB). La photographie MEB du chitosane de carapaces de crevettes péchées & Mostaganem
a différents grossissements est reportée sur la figure 14 qui montre qu’il se présente sous
forme de couches de flocons et que certaines zones étaient poreuses (grossissement x1000).

Ces résultats sont en accord avecceux publiés par Kucukgulmez et al. (2006).

La Microscopie Electronique a Balayage (MEB) couplée a I’Energy Dispersive
Spectroscopy (EDS) est une technique courante d’identification des éléments chimiques
distribués a la surface du chitosane. La composition du chitosane a été déterminée par EDS
(fig.15). La microanalyse de I'EDS a révélé la présence de 60% de carbone (C), 38%
d'oxygene (O) et 0.5% d'aluminium (Al). L’existence d'aluminium avec un petit pourcentage

est lié a la métallisation, et non pas de l'azote lié aux paramétres des vétements.

111.1.1.4. Degreé de désacétylation du chitosane

La spectroscopie infrarouge (IR) est une technique rapide d'évaluation qualitative du
degré d’acétylation (DA) en calculant les rapports d'absorbance d'une bande caractéristique
d'un groupe acétyle sur une bande commune aux unités acétylées et désacétylées
(Brugnerotto et al., 2001). Selon 1’équation 2 citée en méthodologie, le DA est de 40.73%.

Le degré de désacétylation (DDA) est déterminé par I'application de la loi traduite par
I’équation 2 qui indique une valeur de 59.25%. Le DDA est un paramétre important affectant
la solubilité, la réactivité chimique et la biodégradabilité. Selon la source et la procédure de
préparation, le DDA peut varier de 30% a 95% (Ekkalak et Saipin, 2014).

Les resultats obtenues sont en accords a ceux trouvés par Mohamed Rabiul et al.,
(2014).
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Figureld: Micrographe MEB de chitosane de carapace de crevette péchée a Mostagaem avec
différents grossissement (2, 10, 100, 200um).
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Figurel5: Les spectres EDS et les éléments trouves a la surface du chitosane.

I11.1.2. Facteurs d’influence du pouvoir adsorbant du chitosane
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111.1.2.1. Facteur temps

Il est nécessaire de déterminer un temps de contact ideal pour atteindre I'équilibre
(c'est-a-dire que la quantité de colorant adsorbée ainsi que la concentration restent inchangees
ou stables). Le temps d'équilibre est le moment ou tous les sites du polysaccharide (chitosane)
sont saturés et ou il n'y a aucune possibilité de fixation de bleu de méthyléne (MB) et de rouge
Congo (CR) sur le matériau adsorbant. Comme le montre la figure 16, la quantité adsorbée
augmente avec le temps une fois que tous les sites sont remplis. Suite a la progression du
processus d'adsorption, le nombre de sites actifs disponibles pour le processus d'adsorption a
diminué, conduisant a une augmentation plus lente du taux d'adsorption. L'établissement d'un
plateau indique I'équilibre dynamique entre I'adsorption et la désorption des colorants (Wong
et al.,2018).

Au cours des 30 premieres minutes, on a constaté que les taux d'élimination maximum
des deux colorants par I'adsorption étaient égaux a plus de 90% avec une quantité
d'élimination de 43 mg.gl. Jumadi et al. (2019) ont trouvés que 1’adsorption du bleu

methylene et Rouge congo par le chitosane était maximale lors des 30 premieres minutes.

111.1.2.2. Facteur pH

Le pH de la solution est I'un des autres facteurs essentiels qui influent sur le processus
d'élimination. La plage de pH de 3 a 10 a été choisie pour étudier I'effet du pH sur I'adsorption
des deux colorants MB et CR sur le chitosane. Le bleu de méthylene est un colorant
cationique (chargé positivement), I'élimination par adsorption est donc plus favorable en pH
acide en raison du phénomene de contact électrostatique entre le colorant et le chitosane.
Cependant, les taux d'élimination du colorant n'ont pas été affectés par les changements de pH
car il y a toujours plus de sites actifs disponibles pour le colorant au niveau de l'adsorbant
dans les conditions expérimentales adoptées. Les résultats reportés sur la figure 17 confirment

ce phénomene.

Pour le colorant RC, a un pH de la solution RC supérieur au potentiel zéta du chitosane
pHpzc, le taux d'élimination du RC diminue de 90 a 83% en raison de I'expulsion du
chitosane (les groupes chargés positivement. En outre, il y a également une concurrence entre
les groupes hydroxyles (OH") de la solution et les anions RC pour les sites d'adsorption

chargés positivement du chitosane.
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Figurel6 :Effet du temps de contact sur I’adsorption du bleu de méthyléne (MB) et du rouge Congo
(CR) par 'utilisation de chitosane. (m=0.25g, Co=100mg.L*, T=20°C, V=50mL, pH=6.7 pour MB et
7.1 pour RC.
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Figurel7: Effet du pH sur I’adsorption de bleu de méthyléne (MB) et du rouge Congo (CR) par le
chitosane. (Co=100 mg.L1, m=0.25g, t=120min, T=20°C et V= 50mL).
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Pour un pH faible (milieu fortement acide), le RC est Iégerement soluble (Bulut et
Karaer, 2014); ce qui diminue le taux d'élimination jusqu'a 79%. En revanche, lorsque le pH
est proche de pHpzc, le CR est tres soluble et le chitosane est toujours protoné donc un bon
taux d'élimination de 90% a pH= 6 est assuré. L'élimination réduite du deuxiéme colorant, le
bleu de méthylee, en milieu fortement acide (pH=3) refléte la présence d'un exces d'ions H*
qui entrent en compétition avec les charges positives du MB (Crini, 2008). Il convient de
remarquer que, globalement, lorsque le pH est supérieur a 4, le taux d‘élimination des

colorants par le chitosane se situe entre 92 et 93 %.

111.1.2.3. Facteur dose d’adsorbant

La dose de I'adsorbant peut également affecter I'efficacité du processus d'adsorption. L'effet
de la quantité d'adsorbant (chitosane) a été examiné en utilisant 0.05 a 0.35 g de masse
d'adsorbant et les résultats sont illustrés par la figure 18. Ces résultats montrent que le taux
d'élimination du bleu de méthyléne augmente tres peu avec la masse d'adsorbant, alors que le

taux d'élimination du rouge Congo (CR) augmente avec la quantité d'adsorbant.

En d'autres termes, le taux d'élimination du CR augmente de 38% a 90% , et si on calcule
la quantité éliminée Q. correspondante aux pourcentages 38 et 90% on trouve une diminution
de 38mg.g* a 13mg.g2,car les sites libres sur le chitosane augmentent avec I'augmentation de
la quantité d'adsorbant utilisée. Deés qu'ils les sites libres du chitosane dépassent le nombre
souhaité, le rendement diminue automatiqguement. Ce comportement eut étre décrit par
l'augmentation du nombre de sites d'adsorption disponibles et de la surface spécifique de
I'adsorbant, ce qui entraine une augmentation de l'efficacité de I'élimination des colorants.
Cesrésultats concordent avec les autres travaux trouvés dans la littérature (Zhu et al., 2012;
Singh et al., 2017).

111.1.2.4. Facteur charge initiale en colorants

L'effet des concentrations initiales de colorant sur I'élimination des colorants MB et CR
(fig.19) a été obtenu en faisant tester différentes concentrations a température ambiante. Les
deux taux délimination des colorants ont tendance a diminuer avec l'augmentation des
concentrations initiales. Ceci est peut-étre di a lI'espace insuffisant des sites d'adsorption sur la

surface de l'adsorbant.
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Cependant, on observe une relation de proportionnalité entre la quantité adsorbée et un
comportement contradictoire entre le taux d'élimination du colorant et la concentration
initiale. Ces résultats peuvent étre expliqués par la théorie de la collision qui affirme que la
présence de plus de substances dans un systeme augmente la probabilité que les molécules

entrent en collision et accélérent la vitesse de réaction.

Ainsi, l'augmentation de la concentration du colorant entraine une augmentation du
nombre d'ions du colorant dans une solution, impliquant, par ce fait, une meilleure adsorption.
On peut également dire que l'augmentation de la concentration initiale de colorant entraine

une augmentation du grade de masse entre la solution et I'adsorbant (Wang Let Wang, 2007).

111.1.3. Allure des isothermes d’adsorption

L'étude des isothermes est fondamentale pour la description du comportement interactif
entre le chitosane et la solution de colorant. Les données expérimentales d'équilibre ont été
analysées par deux types d'isothermes d'adsorption: Langmuir et Freundlich. Les courbes
d'adsorption a I'équilibre de I'élimination du colorant sont représentées sur la figure 20 et,
comme on peut le voir sur cette figure, la courbe aigué des isothermes augmente

soudainement aux premiers stades en raison de I'existence de sites facilement accessibles.

Cependant, la courbure des tracés continuait de s'élever a la fin des conditions de
procédé étudiées, ce qui montre qu'il existe encore des sites actifs disponibles pourl'adsorption
du colorant. Les paramétres isothermes et les coefficients de corrélation R? calculés sont

indigués dans le tableau 11.

Le résultat indique que les deux modeles d'isothermes d'adsorption étaient bien
représentés par deux modeles d'isothermes : ceux de Langmuir (fig. 21) et Freundlich (fig.
22). Les valeurs des paramétres de séparation de R. pour les procédés d'adsorption de
colorant ont été calculées a l'aide de I'équation 8 et ont été trouvées dans la plage de 0.03-

0.538; ce qui indique que les procédés d'élimination du colorant sont favorables.
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Figure 18Effet de la masse d’adsorbant sur I’adsorption de méthyléne bleu et rouge congo
(Co =100 mg.L™?, t=120min, T=20°C, V=50mL, pH 6.7 pour MB et 7.1 pour CR).
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Figurel9: Effet de la concentration initiale des colorants sur 1’adsorption du bleu de
méthyléne (MB) et du rouge Congo (RC) par le chitosane (pH =4, m=0.25g, t = 120 min,
T=20°CetV=50mL).
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Figure20 :Représentation graphique de 1’équilibre d’adsorption pour les colorants, le bleu de
méthyléne (BM) et le rouge Congo (RC) (m=0,25g, T=20C°, V=50m pH du sol 6,7 pour MB
et 7,1 pour CR).

Tableau 11: Les constantes isothermes et les coefficients de corrélation des modéles
isothermes utilisés.

Isotherme Isotherme d’adsorption Parameétre de
d’adsorption de Freundlich séparation
de Langluir
Colorants | Q, b Kr
(mg.g?) | (Lmg?) |R? (mg.gH)(L.mg)™" | n R2 RL
MB 116.3 0.2139 0.997 | 18.16 0.743 0.987 | 0.072-0.538
CR 113.6 0.0858 0.986 |9.014 0.762 0.993 | 0.030-0.318
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La forme linéarisée des isothermes de Langmuir et de Freundlich pour les deux
colorants MB et CR savére linéaire avec des coefficients de corrélation R?> > 0.98

extrémement élevés, comme le montre le tableau 11.

L'analyse des résultats de la modélisation a montré que l'adsorption du MB issue du
modele de Langmuir avait donné le meilleur ajustement des données expérimentales. En effet
I'adsorption du CR du modeéle est assuré par le modele de Freundlich. La capacité d'adsorption
maximale du MB et du CR obtenue & partir du modéle de Langmuir est de 116.3 mg.g™* et
113.6 mg.g!, respectivement; ce qui indique que le chitosane a une bonne efficacité
d'élimination pour ces deux polluants. Une breve étude comparative de la capacité
d'adsorption des différents adsorbants pour I'élimination du MB et du CR est présentée dans le
tableau 12.

I11.1.4. Particularités de la cinétique d’adsorption

Les données expérimentales ont été analysées a l'aide de trois modeéles cinétiques
d'adsorption, par exemple des modéles cinétiques de pseudo premier ordre et de pseudo
deuxiéme ordre et des modeles de diffusion intra-particulaire utilisant les équations 4 et 6. Le
tableau 13 présente les constantes cinétiques et les coefficients de corrélation calculés a partir

des données expérimentales.

111.1.4.1. Selon le modeéle pseudo premier et second ordre

Les résultats obtenus traduisent de bons coefficients de corrélation pour le modéle
cinétique du pseudo deuxieme ordre indiquant que le processus d'absorption du colorant suit
le modéle cinétique du taux du pseudo deuxiéme ordre. Certaines études sur le méme sujet ont
rapporté des resultats analogues concernant I'élimination des colorants par le chitosane et le
chitosane modifié (Lipatova et al., 2008; Chen et al., 2019).
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Figure 21: Isotherme d’adsorption de Langmuir pour les colorants BM et RC(m=0.25 g,
T=20°C ,V=50mL).
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Figure 22: Isotherme d’adsorption de freundlich pour les colorants BM et RC (m=0.25g,
T =20 °C et V=50mL).
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Tableau 12: Comparaison des capacités d'adsorption maximales (Qm) des colorants
rouge Congo (CR) et bleu de méthyléne (MB) sur différents adsorbants

Adsorbants Polluants Qm (mg Références
gh)
Chitosan nanocomposite beads Methylene blue | 36.25 Rahmi 1. et
Irfan M., 2019
Alginate-activated carbon composite / 40.70 Boucherdoud
A.etal.,, 2019
Crosslinked chitosan / bentonite composite / 142.86 Crini G., 2008
Biomass-based activated carbon by FeCls; / 259.20 Theydan S.K.
activation et Ahmed
M.J., 2012
Chitosan / 116.30 This work
Chitosan coated magnetic iron oxide Congo red 56.66 ZhuH. etal.,
2012
Chitosan/montmorillonite nanocomposite / 53.42 Wang L. et
Wang A,
2007
Carbon nanofiber @graphite / 733.20 Shen Y. etal.,
2016
Chitosan / 113.60 This work

Tableau 13: Les constantes cinétiques et les coefficients de corrélation calculés.

Pseudo-first order

Pseudo-second order

ks 0e R? koX10% 0e H R?
(min™) (mg.g?) (g.mg*t.min?) (mg.g?) (mg.gt.min?)
MB | 0.096 32.063 0.875 3.960 50.251 1.000 0.997
CR 0.039 20.568 0.939 3.880 50.761 1.000 0.989
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111.1.4.2. Selon la diffusion intra particulaire

Le comportement de diffusion de I'expérience d'adsorption solide-liquide a été exploré
par un modele de diffusion intra-particulaire. Comme le montre la figure 23, deux portions
linéaires séparées de graphiques intra-particulaires montrent que deux mecanismes de

diffusion différents ont lieu dans le processus d'élimination compléte.

Le premier est le transfert de masse externe sur la surface de l'adsorbant, tandis que les
étapes suivantes, linéaires, sont le ralentissement et lI'adsorption finale (tableau 14). On peut
donc affirmer sans risque que les formes ioniques des colorants ont d'abord été adsorbées par
la surface externe de I'adsorbant, puis, aprés avoir atteint la saturation, elles sont passés dans
les pores du chitosane et ont été adsorbées par les surfaces internes. Une multilinéarité
similaire a été signalée pour I'élimination de colorants textiles sur le matériau adsorbant
fibreux en chitosane perméable (Lipatova et al., 2008) et le nanonchitosane (Darvishi
Cheshmeh Soltani et al., 2013).

111.2. Pouvoir d’adsorption du nanochitosanvis-a-vis du nickel
111.2.1. Caractérisation physico-chimique du nanochitosane

I11.2.1.1. Résultat d’analyse comparée par la FTIR avant et aprés adsorption

La figure 24 représente le spectre FTIR du nanochitosane préparé a partir du chitosane en
utilisant la méthode de gélification ionotropique avec du STPP (tripolyphosfate de sodium).
La bande d'absorption obtenue & 3422 cm™ attribuée au groupe —NH dans le chitosane a été
élargie par les interactions physiques avec le STPP (lbezim et al., 2011). En fait, les bandes
fortes obtenues a 3100cm™?, 1739.6 cm™, 1375.7cm™?, et a 1274.2cm™, indiquent la présence
d'étirement asymétrique et symétrique dans les groupes CHz, NH3", C=0 s'étirant dans les
amides, flexion NH, flexion en place OH dans les alcools et étirage P=O (Lee et al., 2001).

Tandis que le pic 1619.4cm™ concerne la liaison de I'ammonium et des ions phosphoriques.

Les bandes d'adsorption observées dans la région comprise entre 962.1cm™ et
1274.2cm™ correspondent a la vibration d'étirement de P=0 et P-O de I'ion tripolyphosphate
(Ibezim et al., 2011; Hosseini et al., 2013).
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Tableau 14: Les constantes et les coefficients de corrélation de la diffusion intraparticulaire

du bleu de méthyléne (MB) et du rouge Congo (CR).

Colorants | kii(mg gt min'?) | R?2 ki (mg g* R?
MB 9.334 0.995 0.713 0.974
CR 3.256 0.992 0.087 0.721
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Figure 23 :Modeéle de diffusion intra-particulaire de 1’adsorption de bleu de
méthyléne et rouge de congo (m=0.25g, Co=100 mg.L*,T=20 °C et V=50mL).
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Aprés adsorption du nickel dans le nanochitosane, le pion de 1274.2cm, en raison de la
liaison des groupes phosphopriques et des ions métalliques du nickel, a disparu. L'apparition
d'une nouvelle bande intense a 1554.9cm™ peut étre attribuée a la vibration de flexion du
groupe NH: indiquant I'implication de groupes amine dans la complexation du nickel
(Taboada et al., 2003).

Dans la bande & 2900cm™ on observe une diminution d'intensité de la bande
d'élongation vibrationnelle des groupes CH: indiquant un changement de I'environnement des
groupes -NHs*. Un changement remarquable d'intensité des bandes a 1427cm™ du COO-, et
de labande & 1311.1cm™ du groupe SiO dii & ’augmentation de leur intensité est observé. Ce
changement est provoqué par la destruction des liaisons entre les groupes amine du
nanochitosane et ces groupes, il peut s'expliquer par la coordination des groupes amine et

ceux de I'ion métallique.
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Befor adsarption

Figure 24 :Les spectres infra rouge de Fourrier (FTIR) du nanochitosane avant et aprés
I’adsorption de nickel(II).
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111.2.1.2. Etat du potentiel zéta du nanochitosane

Le pHpzc (pH auquel la charge électrique est nulle a la surface de lI'adsorbant) est un parameétre
tres important expliquant le processus d'adsorption en termes d'attractions électrostatiques
entre la surface chargée de I'adsorbant et les polluants.

Le pHpzx du naochitosane est mesuré dans une gamme de pH comprise entre 3 et 9
correspondant a des valeurs potentielles comprises entre 8.1mV et -18.2mV. Le résultat de
potentiel zéta du nanochitosane a différentes valeurs de pH est présenté sur la figure 25. Le
PHpzc du nanochitosane diminue presque linéairement avec I’augmentation du pH. A pH= 4
et pH=6, le nanochitosane présente une une valeur positive de son potentiel pHpznc €t cela
indique I’existence degroupes fonctionnels chargés positivement représentés par des groupes
amine. Lorsque le pH est supérieur & 7, nous constatons une diminution des valeurs du
potentiel zeta du nanochitosane ; cette diminution indique 1’abaissement de la concentration
des protons. Il semblerait que les protons sont impliqués dans la désionisation de groupes
fonctionnels, notament la fonction carboxyle. Les valeurs négatives du potentiel zéta peuvent
étre dues aux interactions moléculaires de la réticulation ionique chitosane-
TPP(Tripolyphosphate)et les énergies d'interaction ont été étudiées dans une étude précédente
(Koukaras et al.,2012).

I11.2.1.3. Résultat d’analyse comparée par la MEB-EDS

Le microscope électronique a balayage (MEB) utilise un faisceau focalisé d'électrons a
haute énergie pour générer une variété de signaux a la surface des spécimens solides. Les
signaux qui dérivent des interactions électron-échantillon révélent des informations sur
I'échantillon, y compris la morphologie externe (texture) et la composition chimique,
cristalline ou amorphe et l'orientation des matériaux constituant I'échantillon (El-Aassar,
2012; Shih et al., 2009).

L'image MEB du nanochitosane (fig.26A) démontre la bonne dispersion de la
nanoparticule qui s'est avérée avoir une structure en forme de tige. La surface du
nanochitosane a une structure relativement rugueuse et inégale présentant une caractéristique
amorphe. La capacité et le nombre de sites pour I'adsorption d'ions métalliques augmente avec
la rugosité croissante de la surface adsorbante (Hokkanen et al., 2014).
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Les observations faites dans ce travail sont en accord avec celles de Vijayalaskshmi et
al. (2017) et de Elayaperumal et al. (2018).

Apres l'adsorption du nickel sur les nanochitosanes, la morphologie de surface a
radicalement change ; la présence de particules blanches de NI (1) confirme que I'adsorption
des ions Ni (11) avait eu lieu (fig.26 C et D).

La méthode MEB-EDS est une spectroscopie courante pour identifier les éléments
chimiques distribués a la surface du nanochitosane, et également pour fournir des données

supplémentaires sur les substances existantes a la surface.

L’analyse MEB-EDS a montré que la composition consiste en 60% de carbone (C),
38% d'oxygéne (O) et 0.5% d'aluminium (Al) (fig.27A). Les ions aluminium qui étaient
initialement présents dans le nanochitosane ont été éliminés au cours du processus
d’adsorption du nickel. Lima et al. (2011) suggerent que cela est d au fait que les ions Ni
(11) ont remplacé I'aluminium (fig.27B).En fait, la micrographie MEB-EDS du nanochitosane
prise aprés adsorption montre un pic caractéristique dd au Ni (11). A la lumiére des résultats
obtenus a partir de ’analyse MEB-EDS, il apparait que le nanochitosane est un trés bon
adsorbant pour une applicabilité pratique pour I'élimination du Ni (Il) contenu dans des

solutions aqueuses.
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Figure 26 : Micrographe MEB de nanochitosan avant adsorption (A et B) et aprées adsorption
(C et D)du nickel.
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111.2.2. Facteurs de variation du pouvoir adsorbant du nanochitosane

I11.2.2.1. Effet du temps d’interaction

L'optimisation du temps d’interaction entre 1’adsorbant et 1’adsorbé est une opération
nécessaire a réaliser pendant le processus d'adsorption par lots pour atteindre I'équilibre
(c'est-a-dire que la quantité adsorbée ainsi que la concentration restent inchangées ou stables).
Le temps d'équilibre est le moment ou tous les sites du nanochitosane sont occupés et

qu’aucune possibilité de fixation du Nickel Ni (II) sur le matériau adsorbant ne soit possible.

Cette cinétique d’adsorption a été étudiée dans le cas du nickel dans un temps variable de 0 a
360min. Le résultat est reporté sur la figure 28 qui montre qu'il y avait une adsorption rapide
dans les 120 premiéres minutes, car I'équilibre d'adsorption a été atteint en 240 min. La
quantité maximale de Ni (II) adsorbée aprés 360min d’interaction avec I’adsorbant est de

I’ordre de 87.7mg/g, soit avec un pourcentage équivalent a 81.38%.

Cette augmentation initiale rapide de la quantité de nickel adsorbée était principalement
attribuée a un plus grand nombre de sites vacants disponibles et a la grande surface de
nanochitosane (Deepa et Suresha, 2014). En effet, au-dela d'un certain temps de contact, les
sites d'adsorption des nanochitosanes s'épuisent et conduisent a une baisse de I'élimination des
ions Nickel Ni (1) (Lakherwal et al., 2016). Cependant, il avait été signalé que la sorption du
nickel a partir de solutions aqueuses par le chitosane nécessitait beaucoup de temps (Zhang et
al., 2001).

I11.2.2.2. Effet du pH de la solution d’ions métalliques

En plus des nombreux facteurs (les propriétés des biosorbants, la disponibilité des ions
métalliques dans les solutions et ainsi que le nombre de sites de liaison sur l'adsorbant)
affectant le processus d’élimination des ions métalliques, le pH de la solution d’ions
métalliques constitue également un facteur essentiel au phénomeéne de I’adsorption (Putra et
al., 2014)(fig.29).
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Figure 28: Effet du temps de contact dans 1’adsorption du Nickel(IT) par le nanochitosane
(m=0.1g, Co=210 mg.L™, T=20°C, V=0.05L, pH= 9).
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Lorsque le pH diminue dans la solutionmétallique, les groupes amine présents dans les
nanoparticules de chitosane commencent a protoner a divers degrés; ainsi, le nombre de
points disponibles pour chélater les ions métalliques diminue, et conduit a une répulsion

électrostatique des cations métalliques (Chu,2002).

En revanche, a pH plus élevé, les ligands de l'adsorbant, peuvent augmenter la densité
de charge négative a la surface des ligands et, par conséquent, I'adsorption électrostatique
d'ions métalliques chargés positivement a la surface des ligands augmente et le pourcentage
d'adsorption augmente. A un pH supérieur & 5, en raison de I'augmentation des ions OH—, la
pénétration des ions dans la structure des nanoparticules de chitosane crée certaines couches
sédimentaires et conduit a une réduction de la surface de lI'adsorbant et de la quantité d'ions
métalliques éliminés (Mi et al., 1999; Kaloti et Bohidar, 2010).

111.2.2.3. Effet de la concentration initiale en nickel

L'effet des concentrations initiales sur I'élimination et I'élimination du nickel (1) sert de force
motrice importante surmontant la résistance au transfert de masse de Ni (Il) entre la phase
aqueuse et solide. Les effets de différentes concentrations initiales de Ni (1) (50 mg/l -374,4

mg/l) sur la capacité d'adsorption du nanochitisan sont présentés sur la figure 30.

Le pourcentage d'adsorption du nanochitosane sur Ni(ll) a été augmenté avec I'augmentation
de la concentration initiale de Ni(ll). Ces résultats obtenus ont été remarqués car des
concentrations plus élevées de Ni (I1) conduisent a un gradient de concentration accrue. Ce
qui conduit a une probabilité plus élevée de collision entre les ions nickel et les sites actifs du
nanochitosane, c'est ainsi que la capacité d'adsorption augmente jusqu'a la concentration de

210,6mg/l ou les sites d'adsorption actifs se sont saturés (Shroff et Vaidya, 2011).

En outre, I'adsorption rapide initiale observée peut étre attribuée a la disponibilité de

nombreux sites de surface, qui sont occupés, suivi d'une réduction du taux d'adsorption.
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Figure 29 :Effet du pH de la solution de nickel sur I’adsorption du Nickel(II) par le
nanochitosane (m=0.1g, Co=210 mg.L, T=20°C, V=0.05L, T=360min).
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Figure 30: Effet de la concentration initiale en nickel sur I’adsorption du Ni(II) par le
nanochitosane (m=0.1g, T=20°C, V=0.05L, T=360min, pH=9).
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Une fois que les ions nickel ont occupé ces sites, le reste de la solution doit se diffuser
dans les sites internes; de plus, les sites de surface occupés auront également tendance a
repousser ceux qui viennent, ce qui entrainera une réduction supplémentaire du taux
d'adsorption (Kumar et al., 2010). Par conséquent, la concentration initiale de Ni(ll) =
210.6mg/L a été choisie comme concentration initiale idéale pour toutes les expériences

ultérieures.

111.2.2.4. Effet de la température

La figure 31 indique clairement que la capacité d'adsorption des ions NI (1) augmente avec
l'augmentation de la température (25°C-50°C). Cette augmentation en fonction de la
température peut étre due a une mobilité croissante des ions métalliques qui conduit a
accélérer I'occasion de leurs collisions mutuelles et cela se traduit par une augmentation de la

capacité et de I’efficacité de leur adsorption (Zhang et al., 2014).

On observe une diminution de la capacité d'adsorption lorsque la température dépasse
50°C et cela peut étre da a I'affaiblissement des forces de liaisons existantes entre les cations
métalliques et les sites actifs présents a la surface de 1’adsorbant. A 50°C, le taux de
désorption sur la surface s'accélére, ce qui entraine une tendance accrue de I'ion métallique a

s'épuiser de la surface, et donc la diminution de I'adsorption a été atteint (Zhang et al., 2011).

111.2.3. Réutilisation du nanochitosane dans I’adsorption du nickel(IT)

La capacité du nanochitosane a se régénérer pendant les cycles d'adsorption est un
facteur tres important dans la conception de la récupération et de la réutilisation des

biomatériaux.

Pour veérifier I'efficacité du nanochitosane d'un point de vue économique et de rentabilite, et
pour comprendre l'interaction entre le métal et I'adsorbant, des tests de desorption ont été
réalisés. Le traitement de I'eau sera économiquement viable si I'adsorbant peut étre récupére et
utilisé a plusieurs reprises (Talaat et al., 2011).La figure 32 indiquequ'il y aura un bon
pourcentage d'élimination au cours des 4 cycles avec un pourcentage de 60% au premier cycle

et de 41% au quatrieme cycle.
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Figure 31: Effet de la température sur I’adsorption du Ni(II) par le nanochitosane

(m=0.1g, V=0.05L, t=360min, pH=9, Cc=210.6 mg.L™).
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Figure 32: Régénération de nanochitosane dans 1’adsorption de Ni(II).
(m=0.1g, V=0.05L, t=360min, pH=9, Co=210,6 mg.L™).
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L’¢tude de régénération de NaOH (5%) a démontré un pourcentage ¢levé de
réutilisation jusqu'a 4 foissans perte significative. cette diminution résulte probablement de la
perte de sites de liaison aprés chaque étape d'adsorption / régénération (Zhang et al., 2011).

I11.2.4. Particularités des isothermes d’adsorption

L'étude des isothermes d'adsorption est un facteur tres important pour détailler
pleinement le comportement interactif entre le nanochitosane et le nickel(ll). Les données
expérimentales ont été représentées et analysées par deux types d'isothermes Langmuir et
Freundlich (fig.33).

Le tableau 15 montre les constantes de Langmuir et de Freundlich ainsi que le facteur de
séparation RL pour le processus d'adsorption du nickel (I1) qui a été calculé a l'aide de
I'équation 8 (se référer au chapitre 1) et qui se situe dans l'intervalle 0.36-0.81, indiquant que
le processus d'élimination du nickel était favorable.

La forme des isothermes de Langmuir et de Freundlich pour le nickel apparait linéaire avec
les coefficients de corrélation trouvés extrémement élevés R2 > 0,94 avec une capacité
d'élimination maximale de 45.66mg/L. L’analyse des résultats de modélisation a clairement
montré que le modéle de Freundlich donnait le meilleur ajustement des données
expérimentales ; ce qui nous permet de dire que le nanochitosane est un bon adsorbant a haute

efficacité.

I11.2.5. Cinétique d’adsorption du nickel par le nanochitosane
I11.2.5.1. D’aprés le modéle pseudo premier et second ordre

Pour étudier la cinétique d'adsorption des métaux lourds dans des solutions aqueuses a
un intervalle de temps, les données expérimentales trouvées sont analysées a l'aide de trois
modeles: premier pseudo ordre, second pseudo ordre et diffusion intraparticulaire
(Lakshmipathy et Sarada, 2015).
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Figure 33 :Isotherme d’adsorption du Ni(IT) de Langmuir et de Freundlich

(m=0.1 g, T =20 °C et V=0,05L).

Tableau 15:Les coefficients de corrélation et les constants des modéles d’isothermes utilisés

Isotherme de Langmuir Isotherme de Freundlich Paramé_tre de
separation
Qn b R2 Kren n R2 RL
(mg.gY) | (Lmg?) (mg g*)(L mgh)*"
Ni 45.662 0.0046 0.9468 18.6230 0.4432 | 0.9807 | 0.3673-0.8116

Tableau 16: Les coefficients de corrélation et les constantes de la cinétique d’adsorption du
nickel par le nanochitosane.

Pseudo-first order

Pseudo-second order

k]_ qe RZ k2X104 qe h R2
(min) | (mgg*) (gmg'min®) | (mgg') | (mgg'min™)
Ni(11) | 0.096 85,7 0.845 2.425 85,7 1.000 0.996
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Le tableau 16 montre que les constantes et les coefficients de corrélation calculés sont
de bons coefficients obtenus pour le modéle du pseudo-second ordre (on utilise les équations
4 et 6 citées au chapitre 1) par rapport a celui du pseudo-premier ordre, cela indique que le
processus d'adsorption du nickel suit le pseudo modéle deuxiéme ordre. Nos résultats obtenus

sont en accord avec ceux de Vijayalaskshmi et al. (2017).

I11.2.5.2. D’apreés la diffusion intra particulaire

La diffusion intraparticulaire de I'adsorption entre la phase solide et la phase liquide est
illustrée par la figure 34 ou I’on on observe deux parties linéaires distinctes qui montrent qu'il
y aura deux mécanismes de diffusion completement différents. Si la saturation est atteinte, les
ions nickel sont passés dans les pores du nanochitosane et ont été adsorbés par les surfaces
internes. Ces résultats sont similaires a ceux rapportés par Soltani et al.(2013) I'élimination
des colorants par le nanochitosane. Les constantes et les coefficients de ce modele sont

résumés dans le tableau 17.
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Figure 34: Modeéle de diffusion intra-particulaire d’adsorption du NickI(II)
(m=0.1g, Co=210.6mg.L"L, T=20 °C et V=0.05L).

Tableau 17 :Les constantes et les coefficients de corrélation de la diffusion
intra particulaire du nickel.

kiz(mg gt min2) R2 kiz (mg g'* min®2) R2

Ni 5.7448 0.9618 1.9596 0.9042
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I11.3. Pouvoir d’absorption des biofilms élaborés a partir des bactéries isolées du criquet
Pelerin vis-a-vis du cobalt et du nickel
I11.3.1. Résultat d’isolement et identification des bactéries isolées de chez le criquet
pelerin

111.3.1.1.1solement des souches a partir de criquet pelerin

L’isolement est effectué sur le milieu gélose nutritive ; nous avons dénombré les isolats
qui sont caractérisés par une pigmentation jaune, un aspect granuleux avec des colonies

rondes. Au final, il y eu 13 isolats retenus dans cette étude.

Le critére le plus important et le plus distinctif c’est la pigmentation apparente a la
surface cellulaire de la bactérie qui agit comme un antioxydant vis-a-vis des différents stress
(Asker et al., 2007).

Les bacteries isolées a partir du criquet pelerin ont fait I’objet d’une caractérisation
basée essentiellement sur le pouvoir de production des exopolysaccharides (qui sont a la base
de la formation de biofilms), sur des criteres morphologiques, et sur une identification

moléculaire basée sur un séquengage d’ADN 16S.

111.3.1.2. La coloration de Gram

Apreés la purification des deux souches et une coloration rapide de GRAM, les colonies ont été
observées au microscope optique entre lame et lamelle. Les cellules apparaissent sous la
forme de batonnets, avec une couleur violette; donc les deux bactéries S10 et S13 sont Gram
négative (fig35).

Figure 35: Coloration du GRAM des souches utilisées.
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111.3.1.3. Identité génétique des souches bactériennes

Le séquengage et 1’identification moléculaire des deux souches a été réalisée par

alignement des séquences en utilisant le basic blast (fig. 36 et 37) :

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=BlastSearc

h&LINK LOC=blasthome

Il est important de noter que les deux souches identifiées présente le méme genre
Sphingomonas. Sur le plan de 1’espéce, la souche S10 désignée Sphingomonas sp n’a pas pu
étre apparentée ; alors que la souche S13 s’apparente a Sphingomonas echinoides. Les
souches de Sphingomonas sont connues pour produire des biopolymeéres extracellulaires, y
compris certains exopolysaccharides liés au gellane (Lobas et al., 1992; Martins et al.,
1996; Hashimoto et Murata, 1998). Une forte capacité de production d’exopolysaccharides
(EPS) par ce genre bactérien lui confére un pouvoir élevé de formation de biofilms. Ce genre
bactérien intervient dans la biodégradation des hydrocarbures (du naphtaléne, du

phénanthréne, de I'acénaphtene et de I'anthracéne) (Janikowski et al., 2002).

111.3.2. Pouvoir de production des exopylsaccharides (EPS)

L'attachement des bactéries a une surface solide formant un biofilm peut étre décrit par
un processus en deux étapes: premierement, les microorganismes se rapprochent
suffisamment de la surface pour étre faiblement maintenus par les forces électrostatiques (a ce
stade, les cellules peuvent étre facilement retirées de la surface) et deuxiémement, les
microorganismes attachés sont plus difficiles a éliminer de la surface, car les bactéries
produisent des exopolysaccharides qui finissent par former la matrice du biofilm qui adhere
fermement au sous-trait (Parkar et al., 2001). Le polyssacharide et le filet polymére donnent

des informations importantes sur la capacité de formation de biofilm par le microorganisme.

Parmi les 13 souches isolées chifrées S1,S2, ........ , S13. La production d’EPS est plus
élevée pour S10 (2.8g/L) et S13 (2.87g/L) (tableau 18). Ces valeurs sont obtenues par
extrapolation a partir d’une courbe d’étalonnage de glucose (fig.38). Ce sont, évidement, les
deux souches S10 et S13 qui ont été utilisées dans la formation de biofilms chélateurs des

deux métaux, le Nickel et le Cobalt.
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Souche S10 : Sphingomonas sp

GAGGGCTTGGGCGGGCTGCCTACCATGCAGGTCGAACGAAGGCTTCGGCCTTAGT
CGGCGCACGGGTGCGTAACGCGTGGGAATCTGCCCTCAGGTTCGGAATAACAGC
GAGAAATTGCTGCTAATACCGGATGATATCGCGAGATCAAAGATTTATCGCCTGA
GGATGAGCCCGCGTAGGATTAGCTAGTTGGTGTGGTAAAGGCGCACCAAGGCGA
CGATCCTTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTG
ATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTACC
CGGGATGATAATGACAGTACCGGGAGAATAAGCTCCGGCTAACTCCGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGGAGGGAGCTAGCGTTATTCGGAATTACTGGGCGTAAAGC
GCACGTAGGCGGCTTTGTAAGTTAGAGGTGAAAGCCTGGAGCTCAACTCCAGAAT
TGCCTTTAAGACTGCATCGCTTGAATCCAGGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGT
AGAGGTGAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTG
GACTGGTATTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATAACTAGCTGTCGGGGCTCTTAGAGCTT
CGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTATCCGCC

Figure 36: Séquencage de la souche S10.

Souche S13 : Sphingomonas echinoides

CCTGAACTGGCGGCTGCCTACACATGCAGTCGACGAAGGCTTCGGCCTTAGTGGC
GCACGGGTGCGTAACGCGTGGGAATCTGCCCTCAGGTTCGGAATAACAGCGAGA
AATTGCTGCTAATACCGGATGATATCGCGAGATCAAAGATTTATCGCCTGAGGAT
GAGCCCGCGTAGGATTAGCTAGTTGGTGTGGTAAAGGCGCACCAAGGCGACGAT
CCTTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATC
CAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTACCCGG
GATGATAATGACAGTACCGGGAGAATAAGCTCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGGAGGGAGCTAGCGTTATTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCA
CGTAGGCGGCTTTGTAAGTTAGAGGTGAAAGCCTGGAGCTCAACTCCAGAATTGC
CTTTAAGACTGCATCGCTTGAATCCAGGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGA
GGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGA
CTGGTATTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATAACTAGCTGTCGGGGCTCTTAGAGCTTCG
GTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTATCCGCCTGG

Figure 37:Séquencage de la souche S13.
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La présence de sites de liaison permetaux EPS non seulement de séquestrer les
minéraux et les nutriments pour la croissance microbienne, mais aussi d'éliminer les métaux

toxiques dans le traitement biologique des eaux usées (Liu et Fang, 2002).

111.3.3. Efficacité des biofilms élaborés dans I’adsorption du cobalt et du nickel

Les résultats obtenus dans les essais de biosorption par lots ont montré des différences
sur les performances de biosorption entre les deux meétaux lourds étudiés (Cobalt et Nickel).
Ces différences sur la capacité de biosorption sont dues aux propriétés chimiques de chaque
métal tels que la valence et le poids atomique, ainsi qu’aux propriétés des bactéries formants

les biofilms telles que la structure, les groupes fonctionnels et la surface (Sari et al., 2007).

Selon les études réalisées par Unuabonah et al. (2007), le mécanisme de la biosorption
implique généralement deux types de réaction :
- une réaction chimique entre les groupes fonctionnels de surface sur les biosorbants et les
ions métalliques, formant des complexes métal-inorganique/organique.
- une réaction d’échange de cations due a une capacité échange ¢levé de la capacité des

cartions.

La dynamique de biosorption suit trois étapes consécutives: transport du soluté de la
solution en vrac a travers le film liquide vers la surface extérieure de 1’adsorbant, diffusion
du soluté dans le pore de I’adsorbant et enfin adsorption du soluté sur la surface intérieure des

pores et des espaces capillaires de I’adsorbant.

Dans le présent travail, 1’élimination des ions métalliques a été rapide et a présenté une
cinétique de biosorption typique, qui comprend deux phases: la premiére est associée a la
surface cellulaire externe et la deuxiéme est une reaction d’accumulation intracellulaire,

dépendante du métabolisme cellulaire (Lameiras et al., 2008).
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Tableau 18 : Capacité de production des exopolysaccharides (EPS) par les souches isolées.

Codes des Densité optique | EPS produiten
souches isolées de la culture g/L
S1 0.05 0.18
S2 0.09 0.32
S3 0.1 0.35
S4 0.04 0.14
S5 0.13 0.46
S6 0.10 0.35
S7 0.19 0.68
S8 0.20 0.75
S9 0.21 0.75
S10 0.78 2.80
S11 0.25 0.90
S12 0.07 0.25
S13 0.80 2.87
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Figure 38: Courbe d’étalonnage de glucose.
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I11.3.4. Résultat d’analyse du pouvoir adsorbant des souches de Sphingomonas

echinoides isolées de chez le criquet pelerin

L’application d’un tel systéme de rétention dans des situations pratiques dépend de
nombreux facteurs, dont I’un est la concentration initiale de métal dans la solution aqueuse.
Comme ce procédé doit étre appliqué a des solutions diluées, la gamme de concentrations
initiales testée a été définie de 15 a 105 mg/L.

La figure 39 montre que le pourcentage d’¢limination du Nickel (II) par les biofilms des
deux souches Sphingomonas augmente (71.86% jusqu'au 78.77%) avec 1’augmentation de
la concentration initiale de 15 a 70 mg/L. L’augmentation de la capacité d’adsorption des
deux biofilms avec 1’augmentation de la concentration initiale du métal pourrait étre attribuée
a une probabilité plus élevée de collisions entre les ions métalliques et les adsorbants
(Oztiurk et al., 2004).

Au-dela d’une concentration initiale de 70mg/L,on observe une diminution du
pourcentage d’élimination; cela peut étre due a une saturation des sites d’adsorption

disponibles a la surface des biofilms.

Le pourcentage maximal d’adsorption est atteint a une concentration initiale en
nickel de 70mg/L (76.86% pour la souche Sphingomonas sp., et 73.83% pour la souche
Sphingomonas echinoides). 11 est a oter que d’une mani¢re globale, le biofilm
deSphingomonasechinoides a un pouvoir d’élimination du nickel (II) plus élevé que celui de

Sphingomonas sp.

L’adsorption du cobalt par les deux souches augmente avec I’augmentation de la
concentration initiale du métal. L’adsorption maximale du cobalt est atteinte a une
concentration initiale en cobalt de 73.58mg/L avec un pourcentage d’élimination égal a
78.77% et 72.81% pour Sphingomonas echinoides et Sphingomonas sp, respectivement.
Lorsque cette concentration est dépassée, il y a une diminution du pourcentage d’adsorption

en raison de la saturation des sites actifs.(fig.40).

L’accumulation et la performance d’adsorption du Nickel(Il) et du Cobalt (II) par le
biofilm de Sphingomonas echinoides supporté par la zéolite sont globalement supérieures a

celles observees sur le biofilm formé par Sphingomonas sp.
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111.3.4.1. Résultat de la FTIR avant et aprés adsorption

Les spectres infra rouges des Sphingomonas avant et apres 1’élaboration et 1’adsorption
du nickel et cobalt par des biofilms en suspension dans la gamme de 650 a 4000 cm™, ont été
pris pour confirmer la présence de groupes fonctionnels qui pourraient étre responsables du

processus d’adsorption (voir les figures 41 et 42).

Apres ’adsorption, un nouveau pic a ¢été observé au niveau des signes entre 1375.7 et

1455.2cmt (étirement C-Ode la fonction carboxyle COOH) (Tunali et al., 2006).

Le changement observé dans le spectre indique 1’implication possible dans le processus
de biosorption de ces groupes sur la surface des biofilms. Ces résultats permettent la poursuite
de cette étude car les souches isolées présentent les propriétés nécessaires pour une bonne

performance de biosorption.
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Figure 41: Les spectres infra rouge de la souche S13 avant I’adsorption du nickel et du cobalt
(A); apres 1’adsorption du cobalt (B) et et du nickel (C).
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Figure 42: les spectres infrarouge de la souche S10 : avant I’adsorption (A); aprés
I’adsorption (B) et (C) de cobalt et de nickel, respectivement.
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111.3.4.2. Résultat de la MEB

La figure 43 montre le résultat d’analyse par microscopie électronique a balayage
(MEB) qui illustre I’aspect des souches Sphingomonas ayant formé les biofilms avant et apres
adsorption du nickel et du cobalt. Les deux souches ont une forme de batonnets. La figure 42
(C) et (D) démontre que le biofilm couvrait uniformément la surface de la zéolite, avec des
taches blanches a la surface de cette derniére qui indiquent 1’adsorption des métaux lourds

utilisés dans cette étude.

Figure 43: Analyse par microscopie électronique a balayage (MEB) des deux
souches Sphingomonas : (A) S10 avant adsorption , (B) S13 avant adsorption , (C)
S10 aprés formation de biofilm et adsorption , (D) S13 apres formation de
biofilm et adsorption.
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Conclusion

L’objectif principal de cette thése était de mettre en évidence la possibilit¢ de
I’utilisation du chitosane, du nanochitosane ainsi que des biofilms bactériens pour le
traitement des effluents contenant des polluants métalliques et organiques (métaux lourds et
colorants), dans le cadre d’'une démarche globale de recherche de procédés potentiellement

applicables au traitement des eaux usées.

L’idée de choisir le chitosane, le nanochitosane et les biofilms comme adsorbants
avait pour objectif de valoriser les déchets de carapaces de crustacées au niveau des pécheries
du littoral algérien particulierement la Wilaya de Mostaganem d’une part, et d’autre part
d’isoler des bactéries non pathogenes a partir des intestins de Criquet Pélerin et ayant un

pouvoir élevé de production des biofilms.

Cette opportunité a été une tentative de bien comprendre le mode de fixation des
colorants (rouge Congo et bleu de méthyléne) et des métaux lourds (Nickel(Il) et Cobalt(11))
par ces adsorbants en solutions aqueuse.

Cette étude nous a permis de dégager les différentes étapes de préparation du chitosane et du
nanochitosane a partir des carapaces de crevette.

Par ailleurs, I’opération d’isolement de nouveaux génomes bactériens a conduit a
I’obtention de 13 souches bactériennes desquelles deux souches ont €té retenues (S10 et S13)
apres examen morphologique. Leur identification moléculaire par PCR a montré qu’elles
s’apparentaient au genre Sphingomonas responsable de la formation de biofilm. Une seule
espece a pu étre formellement identifiée comme étant Sphingomonasechinoides, la deuxiéme

espece n’a pas pu étre identifiée ; il s’agit de Sphingomonas sp.

Les essais d’adsorption de nickel et de cobalt par les biofilms formés par les deux
bactéries ont montré une meilleure efficacité d’adsorption de ces métaux par le biofilm formé
par la souche Sphingomonasechinoides. Cette biosorption est directement proportionnelle a la
concentration de ces métaux dans la solution aqueuse jusqu’a un certain seuil (70mg/L pour le

nickel et 73.58mg/L pour le cobalt), au-dela duquel elle a tendance a diminuer.
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L’analyse des adsorbants utilisés par MEB avant 1’adsorption montre que la surface du
chitosane et du nanochochisane est toujours hétérogene et poreuse ; alors que la surface des
biofilms est bien entourée par le support zéolite. Apres I’adsorption on constate toujours des

taches blanches a la surface des bioadsorbants.

Les spectres infra rouge donne des informations trés utiles sur les groupes fonctionnels
des adsorbants notamment les fonctions carboxyle, amine, alcool, méthyle...etc. Ces groupes

ont I’opportunité de piégeage des effluents avec la formation des nouveaux pics.

L’effet de facteurs expérimentaux a été étudié en utilisant la technique d’adsorption en
batch. Les résultats obtenus montrent une vitesse d'élimination remarquable dans les 30
premiéres minutes avec des conditions de processus optimales pour les deux colorants. Le pH
optimal d’adsorption est égal a 4 pour le bleu de méthyléne et a 6 pour le rouge Congo. Les
capacités d'adsorption (Qe) du chitosane pour les colorants bleu de méthyléne et rouge Congo
se situaient, respectivement, dans l'intervalle de 116.3 et 113.6mg.g-1.

L'étude montre que le processus d'adsorption de colorant sur le chitosane peut étre
décrit a la fois par les deux modéles d’isothermes utilisés, ceux de Langmuir et de
Freundlich. Donc, le chitosane utilisé¢ dans cette étude a un pouvoir élevé d’élimination des
colorants.

Le nanochitosane préparé et synthétisé a partir du chitosane montre un pouvoir de
chélation des ions nickel assez élevé 85.7mg/g dans les conditions optimales: pH=9,
concentration initiale = 210.6mg/l et un temps de 360min. Le nanochitosane a une capacité de
réutilisation ultérieure supérieur a 4 fois. La cinétique d’adsorption a été bien élucidée par le

modeéle pseudo second ordre.

L’isotherme d’adsorption du Ni(IT) a été étudiée avec des concentrations choisies, et les

données expérimentales sont bien interprétées par 1’isotherme de Freundlich.

En conclusion, les résultats de cette these serviront de plateforme de réflexion sur la

possibilité d’utilisation des adsorbants de nature biologique afin d’éliminer les polluants.
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Cette étude ouvre un certain nombre des perspectives concernant différents volets qui
devraient permettre de confirmer une partie de nos résultats et de compléter cette étude ; il
s’agit de :

- Tester les modalités de modification des biomatériaux adsorbants

- Etudier le devenir des biosorbants chargés de polluants

- Améliorer les propriétés des capteurs et résoudre les problémes méthodologiques;

- La capacité de phytoremédiation assistée par les Sphingomonas a été jusqu'a présent sous
évaluee. Il serait intéressant de mettre en évidence les caractéristiques spécifiques, les réles,
les avantages et les défis associés a 1’utilisation des Sphingomonas dans les interactions

plante-microbe, de point de vue des futures phytotechnologies.
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ABSTRACT

Water pollution from industrial discharges is a worldwide problem and can have very harmful effects
on the environment. In this study, adsorptive removal of two different dyes was mvestlgated using a
new natural, biodegradable adsorbent based on shrimp shells: chitosan in a batch adsorption oper-
ating system. Chitosan was synthesized from flowery prawn and then characterized using different
analvhcal techniques. The results obtained show a remarkable removal rate in the first 30 min with
optimum process conditions for both dyes. Linear forms of pseudo-first-order, pseudo-second-order
kinetic, and the intra-particle diffusion kinetic model equations were used to describe the kinetic data
of the dye removal process. The Langmuir and Freundlich adsorption isotherm models were used
to analyze equilibrium data of adsorption of dyes by chitosan. The maximum adsorption capaciﬁeu
{Q ) of chitosan for methylene blue and congo red dve were in the range of 1163 and 1136 mg g,
:E_,pectwelv The study shows that the dye ad..orphon process on chitosan can be described as both
isotherm models used.
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