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Résume. L’objectif de ce travail est d’isoler des bactéries a partir du sol contaminé par les
carburants au niveau d’une station-service de la région de Laghouat et d’étudier la cinétique
de degradation du phénol comme polluant organique.

Parmi les bactéries isolées, seulement la souche Bacillus sp. 12 est capable d’assimiler le
phénol présent dans le milieu minéral. Cette bactérie dégrade le phénol aux concentrations
allant jusqu'a 700 mg/L. La température et le pH optimaux de dégradation du phénol par
Bacillus sp. sont respectivement, 30°C et 7-8. La dégradation du phénol s’effectue en
a¢robiose. L’agitation du milieu a 250 rpm et la concentration en biomasse accélérent la
vitesse de dégradation du phénol. La cinétique de croissance de Bacillus sp. 12 en présence du
phénol suit parfaitement le model cinétique de Monod. Les parametres cinétique de croissance
sont : pmax = 0.16 h™ et Ks = 34.8 mg/L.

Mots clés : Station-service, sol, Bacillus, phénol, dégradation, cinétique.
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Summary. The objective of this work is isolate bacteria from soil contaminated with fuel at a
gas station in Laghouat region and study the phenol degradation kinetics as organic pollutant.

Among the bacteria isolated, only the strain Bacillus sp. 12 is able to assimilate the phenol
present in the mineral medium. This bacterium degrades phenol concentrations up to 700 mg /
L. The temperature and pH optima of degradation of phenol by Bacillus sp. 12 are
respectively, 30°C and 7-8. The degradation of phenol is carried out under aerobic conditions.
The stirring of the medium at 250 rpm and the biomass concentration accelerates the rate of
degradation of phenol. The growth kinetics of Bacillus sp 12 in presence of phenol perfectly
follows the kinetic model of Monod. The growth kinetics parameters are: ymax = 0.16 h-1
and Ks=34.8mg/ L.

Keywords: station, soil, Bacillus, phenol, degradation kinetics.
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INTRODUCTION

Depuis toujours I’Homme agit plus ou moins directement sur 1’environnement, cette action
a pris plus d’ampleur au cours des derniers sié¢cles avec I’apogée de 1’industrie et les progres
dans les sciences et technologique qu’elles soient industrielles, agricoles ou domestique. Ses
activités rejettent des quantités croissantes de substance polluantes ou de déchets. Cette
pollution présente des risque pour la santé¢ humaine par 1’exposition directe avec les polluants

ou indirecte via I’eau, 1’air les sédiments et le sol (Flambeau, 1999 ; Christophe, 2007).

La prise de croissance de ces risque conduit a la nécessite d’établir des diagnostics de la
pollution de mettre en ccuvre des moyens pour y remédier (Soltani, 2004). Dans nombreux
environnement contaminés notamment le sol et I’eau, présents des contaminations multiple, a
la fois organique et métallique, ce qui rend plus complexe encore d’évaluation des risque et

traitement de la contamination (Martin, 2011).

La pollution de sol risque silencieux négligeable par le monde, ainsi les autorisations
d’exploitation délivrées jusqu’il y a peu ne mentionnaient aucune précaution a prendre pour
prévenir la pollution de sol et de sous-sol (Morini, 2007). Ce manque de cadre législatif
passait bien sur un probléme (Aullo, 2013). Mais de plus en plus ou reconnait que le sol est
un milieu écologique sensible au méme titre que le milieu atmosphérique ou le milieu

aquatique (Bernal-Martinez, 2005).

La pollution de sol par les carburants devenus un composant épineux de développement
urbain et comme un cas particuliére les stations-service, qui représentes source importante de
pollution urbain (Sangely, 2010). L’exploitation de ce type d’activité représente une source
potentielle de pollution atmosphérique, pollution de sol et des eaux, mais la contamination de
sol par les dérives des hydrocarbures constitue un des risque majeurs pour I’environnement et

constitué le théme centrale de ce travail (Chebli, 2012).

On peut dire que le phénomeéne de pollution des sols et sous-sols provenant des stations-
service, se decline en deux catégories: d’une part, une pollution chronique se produisant sur
une longue période et étant due le plus souvent a la corrosion des cuves et des canalisations

enterrées (Piedrafita et Victoria, 2007). D’autre part, la pollution accidentelle due au



déversement d’hydrocarbure lors du remplissage des stockages de la station ou de la

distribution de carburant. (Vrignaud, 1998 ; Piedrafita et Victoria, 2007).

A T’heure actuelle, la technique de biorémediation c’est avéré 1’un des processus les plus
compatibles a 1’environnement et efficace en terme d’élimination des polluants par rapport
aux techniques physico-chimiques. La biotechnologie visent a optimiser le potentiel
biologique naturel de dégradation des hydrocarbure grace aux microorganismes qui jouent un
role important dans la biorémediation des milieux pollués par le baie de dégradation, qui
transforment la structure des produits chimiques introduits dans I'environnement par I'action
enzymatique ou metabolique (Zarafi et al, 2007 ; Patil, 2014 ). Un grand nombre de composés
organiques naturels et synthétiques sont biodégradables par des microorganismes dans le

cadre de leur métabolisme normal de I'énergie et croissance (Sarwade et Gawai, 2014).

Le secteur des produits chimique organiques est la plus grande source de phénol qui est un
composé polaire oxygénée de famille d’hydrocarbure aromatique hétérocyclique. cette
substance sert principalement a fabriquer de résines phénoliques et est surtout émise par les
raffineries de pétrole, les sidérurgies, les usines d'épuration des eaux usées et lI'industrie des

colorants et des matieres plastiques.

Les effluents industriels contiennent des quantités non négligeables en phénol. Par
conséquent, ce compose est a 1’origine des effets écotoxiques aigus et chroniques chez la
faune et la flore. Plusieurs travaux ont été consacrés au développement de méthodes

d’élimination de ce polluant a partir des eaux usées et la plus part d’entre elles repose sur

I’utilisation des bacteriés (ECSC, 2003).

D’apres nos connaissances peu de travaux ont été réalisé sur la dégradation du phénol par

les bactéries isolées a partir du sol provenant de la station-service de distribution de carburant.

Pour cela, ’objectif principal de ce travail est tout d’abord d’isoler et d’identifier les
bactéries capables de dégrader le phénol comme seule source de carbone en solution. Ensuite,
nous sommes intéressé a optimiser les conditions physicochimiques pour améliorer la

cinétique de biodégradation du phénol.

Ce mémoire a été organisé en différents parties décrivant les étapes successives de cette

étude.



La premiere partie concerne un rappel bibliographique aussi précis que possible sur les
station-service de distribution des carburants et I’impact de ses derniers sur 1’environnement,
sur le phénol est ses propriétés physico-chimiques et toxicologique. Les bioprocédés de

dégradation du phéenol ont été également décrit dans cette partie.

Dans la deuxiéme partie, nous décrirons les procédures expérimentales mises en jeu dans
cette étude. La troisieme partie est consacrée a une discussion des résultats expérimentaux
obtenus. Une récapitulation succincte des résultats ainsi que les perspectives ouvrant la voie a
des études ultérieures sur la dégradation du phénol par les bactéries sont regroupées dans la
derniere partie.



Parti 1

Rappel Bibliographique
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La pollution des sols est une composante épineuse du développement urbain a laquelle se
trouvent confrontées les collectivités locales, et les institutions en charge, tant pour garantir
la santé des populations que pour accompagner le développement économique. Les
pouvoirs publics n’ont le plus souvent pas de légitimité, ni de moyens propres pour
intervenir. Mais ils peuvent jouer un role important d’information, de facilitateurs et de
coordinateurs pour trouver des solutions acceptables. Le milieu urbain est en effet a

’origine de plusieurs sources de pollution des sols(Piedrafita et Victoria, 2007).

I.Cas particulier des stations-service

Comme nous avons déja mentionné, les stations-service sont une source importante de
pollution urbaine et elles vont étre le fil conducteur de ce mémoire. L’exploitation de ce
type d’activité représente une source potentielle de nuisances (trafic, bruit, pollution
atmosphérique, pollution du sol et des eaux) pour le voisinage direct, mais aussi pour
I’environnement en général (Ould Amar, 2013). Mais la contamination des sols par les
carburants constitue un des risques majeurs pour lI'environnement et constitue le theme
central de ce travail (Piedrafita et Victoria, 2007). Le phénoméne de pollution des sols et
sous-sols provenant des stations-service se décline en deux catégories:

D’un coété, une pollution chronique se produisant sur une longue période et étant due le
plus souvent a la corrosion des cuves et des canalisations enterrées (Vrignaud, 1998 ;
Piedrafita et Victoria, 2007). De ’autre coté la pollution accidentelle due au déversement
d’hydrocarbure lors du remplissage des stockages de la station ou de la distribution de

carburant (Vrignaud, 1998).

I. 1. Les Sources de pollution ponctuelle en milieu urbain

La présence d’un type ou autre de polluant n’a pas du tout la méme signification en terme
d’évaluation des risques. Par exemple concernant les Hydrocarbures Aromatiques
Polycycliques (HAP), polluants caractéristiques des stations-service, des travaux récents
montrent que les HAP responsables de la toxicité sont les HAP nitrés qui ne représentent
qu’une petite partie des HAP (INRS, 2006). C’est pourquoi il est trés important d’établir
une caractérisation des polluants provenant des stations-service (Piedrafita et Victoria,
2007).
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I. .2. Les hydrocarbures pétroliers

Les hydrocarbures constituent la fraction la plus importante d'un brut pétrolier, ils
représentent entre 65 et 95 % de la plupart des pétroles bruts (Favennec, 1998. Soltani,
2004).

D’aprés Franennec et al., 1998 et méme Céfal en 2004, Les hydrocarbures sont des
composés organiques dont la formule chimique comprend uniguement des atomes de
carbone (C) et d'hydrogéne (H), ils ont pour formule brute CnHm ou n et m sont deux
entiers naturels.

Les hydrocarbures pétroliers peuvent étre classés en quatre familles principales qui sont
présentes en proportions variables selon 1’origine (Fig 1):

a) Les hydrocarbures saturés représentent (30 a 70 %) d’hydrocarbure pétrolier:

Les alcanes linéaires : (n-alcanes, CnH2n+2), dont la longueur de chaine varie de 7 a 40

atomes de carbone, constituent une des classes les plus abondantes (10 a 40 % des
hydrocarbures totaux d'un brut pétrolier) (Lefebvre. G., 2005);

Les alcanes ramifiés: les plus abondants sont les iso-alcanes (Saliot, 1981 ; Céfal, 2004);

Les cycloalcanes: renferment des composeés cycliques (a 5 ou 6 atomes de carbone) saturés

et le plus souvent substitués.( Lefebvre, 2005)

b) Les hydrocarbures aromatiques et polyaromatiques (20 a 40 %),
Plusieurs familles d'hydrocarbures aromatiques et polyaromatiques dont le nombre de
noyaux varie de 2 a 6 sont présentes dans les pétroles bruts (Bouchez et al., 1996; Saliot,
1981). Ces composés sont dominés par des composés mono-, di- et tri-aromatiques (Neff,
1979). En général, les hydrocarbures aromatiques sont moins abondants que les alcanes
(Soltani, 2004).

c) Les composés polaires de(5 a 25 %)
Cette fraction correspond & des molécules hétérocycliques, telles que:

- Composeés oxygenés: (phénols, acides carboxyliques, alcools, aldéhydes,...)

- Composés soufrés: (mercaptans, sulfures, disulfures,...). Les dérivés soufrés sont dans la

plupart des cas plus abondants que les composés oxygénés ou azotés (Soltani, 2004 ;
Céfal, 2004.).

- Composes azotes: (pyridines, quinoléines,...)

d) les asphalténes et les métaux lourds (0 a 10 %)
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Les asphaltenes correspondent a une classe de composés de hauts poids moléculaires, La
structure de ces composés est mal connue du fait, d’une part de leur composition chimique
complexe (Eglinton et al, 1962; Saliot, 1981 ; Céfal, 2004).

Les métaux sont également présents mais a I’état de traces.

Les plus abondants sont le vanadium et le nickel, mais du fer, du sodium, du cuivre et de
I’uranium ont également été détectés (Soltani, 2004 ; Céfal, 2004 ;Lefebvre, 2005)
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I. .3. Les stations-service cas particuliere de pollution
Les principaux liquides qui peuvent se trouver dans une station-service et susceptibles de
provoquer une pollution du sol et/ou des eaux souterraines sont les carburants (essence,

gazole) et les lubrifiants (huiles, graisses, liquides de freins).

1.3.1. Carburants

Les carburants tels que 1’essence et le gazole sont stockés et vendus dans les stations-
service. Il s’agit des mélanges complexes d’hydrocarbures pétroliers. La composition en
hydrocarbures dépend de facteurs comme 1’origine du pétrole brut soumis au raffinage et
les conditions de raffinage(Piedrafita et Victoria, 2007).

En outre, divers additifs sont ajoutés en petites quantités (voire en traces) pour
améliorer les propriétés techniques des carburants: produits antidétonants, anti-oxydants,
antigels, substituts du plomb et colorants.

1.3.1. 1. Essence et Gasoil :
L’essence est un liquide incolore ayant une odeur caractéristique. Elle peut étre colorée en
jaune. Elle se compose principalement de chaines d’hydrocarbures de 4 a 12 atomes de
carbone.

Le diesel se compose de fractions plus lourdes, principalement de chaines
d’hydrocarbures de 10a 28 atomes de carbone (INRS, 2002).

L’essence contient autour de 230 hydrocarbures individuels et le gazole entre 2000 et
4000 hydrocarbures que sauf pour le cas des n-alcanes et quelques branches
d’hydrocarbures ne peuvent pas étre identifiés comme des composants séparés.

La proportion que les composants mentionnés représentent dans 1’essence et le gazole
est différente comme nous pouvons constater dans les graphiques ci-dessous (fig2 et3).
(Marchal et al ; 2003).

1.3.1. 2. Supercarburant sans plomb

: composeé par hydrocarbures (paraffiniques, naphténiques, aromatiques et oléfiniques)
avec principalement des hydrocarbures de C4 a C12 (benzéne, n-hexane et toluéne).
Eventuellement contient des composes oxygenés : Méthanol, Ethanol, Ethers, Alcool (iso-
propylique, iso-butylique et ter-butylique) et méme des additifs multifonctionnels

améliorant les performances.
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1.3.1. 3. Diesel :
constitué par des hydrocarbures (paraffiniques, naphténiques, aromatiques et oléfiniques
avec principalement des hydrocarbures de C9 a C20). Eventuellement : des esters d'huiles
veégétales tels que I'ester méthylique d'huile de colza et des additifs multifonctionnels

améliorant les performances.(INERIS, 2002)

Iso-alcanes 35% BTEX 36%

n-alcanes 9%
Autres composés

Alcanes 4% aromatiques 14%

Cyclanes 2%

Source : (Marchal et al ; 2003)

Figure 02 : Composants de I’essence

n-alcanes 24%

Iso-
alcanes+cyclanes
46%

Composés
aromatiques 30%

Source : (Marchal et al ; 2003)
Figure 03 : Composants de gasoil

1.3.2. Lubrifiants
Les lubrifiants provenant des véhicules routiers soient présentesaussi sur une station-
service.
On y observe principalement les types de polluants suivants : huiles usées, graisses ou
liquides de freins.
Les lubrifiants sont un mélange d’huile de base et d’additifs qui renforce les qualités

naturelles del’huile de base. Les huiles de base sont le constituant principal de I’huile (75 a
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85%). Ellespeuvent étre d’origine minérale ou synthétique. Les bases minérales sont

produites par leraffinage du pétrole brut et les bases synthétiques par synthése chimique.
Les lubrifiants pétroliers sont difficilement dégradables aussi bien dans le sol que dans

I’eau. Perdues sur le sol, ces huiles peuvent étre entrainées jusqu’aux nappes phréatiques

OU jusqu’aux rivieres.

|.4. Biodégradation
Le devenir des polluants rejetés dans 1’environnement est principalement gouverné par les
processus de biodégradation (Piedrafita et Victoria, 2007). L’existence de ces phénomenes
dépend de la biodégradabilité intrinseque du polluant mais aussi de la présence de
microflores dégradatrices compétentes dans les sols et les eaux souterraines et des facteurs
environnementaux du site et méme la composition de polluant (Solano et al, 2001).
Comme nous avons déja mentionné, I’essence est un mélange complexe d’environ 200
hydrocarbures, tous identifiables et le gazole un mélange de 2000 et 4000 hydrocarbures
qui pour la plupart ne peuvent pas étre identifiés comme des composants separés(Marchal
et al ; 2003 ; Piedrafita et Victoria, 2007).).
En outre, la capacité de dégradation des carburants est largement répandue parmi les
microflores de I'environnement (Marc et al, 2005 ; Aouad et Bouziane, 2012 ; Xiangsheng
et al, 2012).Les microflores des sols pollués présentent en général une capacité de
dégradation légerement supérieure a celle des sols non pollués (Piedrafita et Victoria,
2007). Plusieurs mécanismes peuvent rendre compte de l'efficacité des microflores
provenant d'environnements pollués :
- la présence de microorganismes ayant un métabolisme spécialisé ;
- I'existence de cométabolisme ;

- des interactions positives entre souches (coopération)(Calvo et al, 2003).

I1. Phénol — ses propriétés et son importance :

Le terme phénolique trés large et comprends des composé chimiques divers. Ces
composés sont classifiés par Harborne and Simmonds (1964) selon le nombre de carbones
dans la molécule (tableaul Annexe)(Ralph et Wilfred, 2006).

Le phénol est un composé aromatique (figure 4) (Chandana Lakshmi et al, 2011). Il a

été découvert par Runge en 1834 dans le goudron provenant de la houille (Bouazza, 2012).

10
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Mais c’est en 1842 que la vraie composition chimique et son poids moléculaire de

94,11g/mol ont éteé donnés par le chimiste francais Auguste Laurent (Messikh, 2008). En

tant que groupe, a l’état naturel, la majorit¢ des composés phénoliques est d’origine
végetale et comprend les composés phénoliques simples comme par exemple le salicilate,
la gallate, 1’hydroxylquinone, le benzoate et les arOdmes ainsi que des composés
phénoliques polymeres tels que les lignines, les flavonoides, les tannins et quelques autres
(Ralph et Wilfred, 2006 ; Messikh.2008). Au total, quelques milliers de phénols produits
par les plantes ont été identifiés (Messikh, 2008).

Industriellement, le phénol est un composé important, il est utilisé dans la fabrication
des antioxydants, des herbicides, des adhésifs, des résines synthétiques et des peintures et il
aussi utilisé par les développeurs de photos, en médecine et dans la production
pharmaceutique(Mosbahou et al.2007).

OH

Source : Hasan et Jabeen, 2014

Figure.04 : Structure chimique de la molécule de phénol (C6H50H)

I1.1. Propriétés physico-chimiques :

Le phénol pur est un solide blanc a rose pale a 20°C qui se présente sous forme d’une
masse cristalline(Shiu et al. 1994; Mackay et al. 1995 ; Michatowicz et Duda, 2007). Ses
propriétés physico-chimiques sont presentées dans le tableau 2 Annexe. En e d’impuretés
ou sous I’influence de I’humidité, de la lumicre, de 1’air et de certains catalyseurs comme
le cuivre et le fer, ce produit peut se teinter en jaune ou en rouge (Bouazza, 2012).11 est
également tres soluble dans de nombreux solvants organiques usuels, notamment 1’éthanol,

Iéther et ’oxyde de diéthyle (Messikh, 2008 et Bouazza, 2012).

11
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Tableau02 : Propriétés physico-chimiques de phénol

Propriété Grandeur Travaux cités
Point de fusion (°C) 41 Verschueren, 1983
Point d'ébullition (°C) 182 Verschueren, 1983
Tension de vapeur (Pa) 47 Dean, 1985
Constante de la loi d'Henry (Pa-m*/mol) 0,059 Abd-El-Bary et al., 1986
pKa 9,99 Dean, 1985
Log K, coefficient de sorption sur le carbone 1,15-3,49 DMER et AEL, 1996
organique)
Log K, coefficient de partage entre 1,46 Fujita et al.,1964
I'octanol/eau)
Solubilité dans I'eau (mg/L 88, 360 Blackman et al.,1955

Source :ECSC, 2003.

I1.2. Origine et composition:

Le phénol est present & I'état naturel dans le bois et les aiguilles de pin, dans I'urine des
herbivores (sulfate phénolique) et dans le goudron de houille (Messikh, 2008 et Bouazza,
2012). Les phénols monovalents forment dans la nature de nombreuses substances
odorantes (par exemple vanille, thymol dans le thym, carvacrol, zingivérone dans le
gingembre, aldéhyde salicylique). Parmi les phénols polyvalents de synthése,
I'nexachlorophene est particulierement toxique (Hank, et al, 2010). ladécomposition de
déchet organiques divers ; le métabolisme humain et animal sont également responsables
de la présence naturelle du phénol dans I’environnement. Les incendies de forét peuvent en

augmenter les concentrations naturelles (Bouazza, 2012).

I1.3. Production

Le phénol est obtenupar distillation du goudron de houille. Cependant, la méthode de
synthese qui prévaut a I'heureactuelle est la dissociation de I'hydroperoxyde de cumeéne,

avec comme sous-produit I'acétone (Messikh, 2008 ; Michatowicz et Duda, 2007).

12
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Le phénol est aussi parfois produit a partir du benzene en passant par l'acide sulfonique
debenzéne ou par le chlorobenzéne (Messikh, 2008 et Bouazza, 2012 ; Michatowicz et
Duda, 2007).Des émissions sont produites par la combustion incompléted'essence et de
goudron de houille, dans les effluents des cokeries ainsi que sous la forme demétabolites

dans la photolyse du benzene et du chlorobenzene(Amrouche et al, 2011).

Il. 4. Principales sources d’exposition

La présence de phénol dans I'environnement provient des eaux résiduaires et des flux
dair rejetés lors de la production, de la transformation ou de [l'utilisation du phénol
(Harzallah, 2011). Les échappements des moteurs thermiques, la dégradation photochimique
du benzene. Le phénol est fabriqué en tant qu’intermédiaire de la préparation d’autres produits
chimiques et il peut étre libéré comme sous-produit ou contaminant(Mosbahou et 4/, 2007).
Il en est de méme pour les usines de cokéfaction et de carbonisation a basse température, de la
combustion du bois et du tabac (Messikh, 2008). Les incendies de forét peuvent en
augmenter les concentrations naturelles(Arutchelvan et al., 2005)
La décomposition de déchets organiques divers, le métabolisme humain et animal sont

également responsables de la présence de phénol dans I'environnement (Bouazza, 2012).

I1. 5. Devenir dans I'environnement
Il existe plusieurs synthéses des publications scientifiques sur la vitesse de
dégradation du phénol dans divers milieux. Environnement canada, 2003 propose selon
(Shiu et al., 1994; Mackay et al., 1995), que la photo-oxydation dans l'air et la
biodégradation dans I'eau et le sol soient les principaux facteurs de disparition du composé.
Voici un court résumé du devenir du phénol dans chaque milieu (DMER et AEL, 1996 in
ECSC, 2003).

I. 5. 1. Atmospheére
Dans I'atmospheére, le phénol existe surtout en phase gazeuse (Eisenreich et al., 1981).
Les vapeurs de phénol sont plus lourdes que l'air et forment des melanges explosifs sous
I'effet de la chaleur(Messikh, 2008).Sa demi-vie estimative y varie en général selon des
conditions atmosphériques précises (p. ex., température, moment de I'année); les

publications donnent des temps de 2,28 a 22,8 h pour sa réaction avec les radicaux

13
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hydroxyles (RIVM, 1986; Howard, 1989; Howard et al., 1991 ; DMER et AEL, 1996 in
ECSC, 2003), ainsi que Shui et al., (1994) avancent une demi-vie de 17 h dans l'air sous
I'action de la photo-oxydation. En raison de sa courte durée de vie, le phénol ne devrait pas
franchir de grandes distances dans I'atmosphére selon les travaux d’Environnement

canadienne en 2003.

I. 5. 2. Sols
Les propriétés physico-chimiques du sol qui influent sur le devenir et le comportement

du phénol sont le pH, la capacité d'échange, la teneur en matiere organique, la teneur en
argile et la texture du sol. Le phénol peut participer a de nombreux processus entrainant
son élimination, notamment la biodégradation, I'adsorption et la désorption, la
volatilisation et I'oxydation. Ces processus déterminent sa mobilité (p. ex., sa lixiviation),
sa répartition et sa persistance dans le sol. La demi-vie signalée du phénol, du fait de la
biodégradation, dans les divers types de sols, varie de 2,7 a 552 h(Alexander et aleem,
1961; Scott et al., 1982; Federle, 1988; Howard et al., 1991; Loehr et Mathews, 1992;
DMER et AEL, 1996 in ECSC,2003).

Le phénol est sensible aux agents oxydants (notamment aux ions métalliques tels que
les ions manganese et fer) et il peut, par auto-oxydation, former des complexes colorés tels
que les quinones (Rineheart, 1973).

I.5.3. Eau

Le phénol réagit comme un acide faible dans I'eau (ECSC, 2003). Le phénol est plus
lourd que l'eau et tend & se deposer. Il se dissout lentement et méme dilué, continu de
former des solutions toxiques (Messikh, 2008).Le phénol peut participer a de nombreux
processus qui entraineront sa disparition, notamment la biodégradation, la photo-
oxydation, la photolyse et la volatilisation. le phénol n'est pas persistant dans I'eau et qu'il
est totalement biodégradé en environ 70 h (Mackay et al., 1995; DMER et AEL, 1996 in
ECSC, 2003). L’ECSC a été signalé par Howarden 1989 une demi-vie de 100 h dans
I'nypothese d'une réaction avec le radical hydroxyle, et de 19,2 h dans celle d'une réaction

avec le radical.
I. 5. 4. Sédimentation

Selon les propriétés physico-chimiques du phénol on ne s‘attend donc pas a ce qu'il

soit considérablement adsorbé sur les matiéres en suspension ou les sédiments (ECSC,

14
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2003), ainsi que (Shiu et al. 1994), ont chiffré a 550 h la demi-vie du phénol dans les
sédiments, par suite de sa biodégradation.
I. 5. 5. Biote
Apreés le calcule de le logarithme des facteurs de bioconcentration (FCB) de de 7,6 par
le groupe chercheure d’ECSC en 2003, la bioaccumulation du phénol ne devrait pas étre
considérable.

Il .6. Les normes en vigueur

Les niveaux élevés typique de concentration de phénol dans les eaux usées notamment
les usines qui produit le phénol parfois atteindre jusqu' a 3000-4000 mg/L
(Godjevargova et al., 2003 in Li et al, 2010). La U.S. EPA fixe le teneur de phénol dans
les eaux purifier rejeta aux eaux de surface entre 0.01 — 2.0 pg/L, et moine que 1 ng/m3
dans (Li et al, 2010 ; Michatowicz et Duda, 2007)

L’organisation mondiale de la santé (O.M.S), indique comme teneur des phénols dans
I’eau destinée a la consommation de 0.5 pug /1 (Marchand, 1989 ; Bouazza 2012), par
contre la réglementation Algérienne fixe cette teneur en phénol pour les rejets industriels a
0.5 mg/l selon le Décret executif n°93-160 du 10 Juillet 1993 (Bouazza, 2012).

ITI. Ecotoxicologie

ITl. 1. Organismes aquatiques

La toxicité aigué du phénol pour les organismes dulgaquicoles a été tres étudiée. Les
poissons et les invertébrés se sont revélés sensibles & des concentrations efficaces CF entre
2 mg.I™" jusqu’a 2 000 mg.1™ varies selon I’espéce et méme la qualité d’eau (McLeay,
1976; Kishino et Kobayashi, 1995). Les concentrations efficaces peuvent inhibent la
multiplication cellulaire notamment au stade embryonnaire et des tétrades particulierement
les amphibiens, ces effets toxique signalé apres une exposition de courte durée au phénol
chez les organismes marins(Kamshilov et Flerov, 1978).

En revanche les algues d’eau douce sont moins sensibles que le poisson et les
invertébres a I'exposition aigué au phénol. Chez les plants macroscopiques aquatiques et

les plants vasculaires reprissent de croissance anormale si la concentration efficace située
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entre 3-1 500 mg.I™ toujours variable selon I’espéce (Blackman et al., 1955; Rowe et al.,
1982 in ECSC, 2003).
ITl. 2. Organismes terrestres

Plusieurs chercheurs ont signalé les effets du phénol sur des organismes terrestres. Les
vegétaux terrestres ont abouti a la mise en évidence de concentrations correspondant a des
effets chroniques de 79 a 170 mg/kg de poids sec (ECSC, en 1995 et 2003). Parmi les
especes de Vvégétaux examinés, la plus sensible était la laitue. Le phénol inhibe
considérablement la nitrification, plus particulierement aux concentrations supérieures a
500 mg/kg. Une seule étude portait sur les effets du phénol sur la faune. L’accroissement
du taux de mortalité chez les lombrics exposés a des concentrations de 188 a 6 900
mg/kg.(Neuhauser et al., 1986; Neuhauser et Callahan, 1990; Environnement Canada,
1995) selon un rapport publié par ECSC, 2003.

Concernent les mammiféres examinés in vitro et méme in vivo, aucune toxicité pour la
reproduction et le développement ni effets cancérigene (Wagenheim et Bolcsfoldi, 1988 ;
bonnard el al, 2011), ailleurs les expériences in vitro obtenu des résultats que le phénol est
mutagene in vitro ; in vivo, il augmente légerement le taux de micronoyaux dans les
érythrocytes, a des doses toxique uniquement(bonnard el al, 2011).

IIl. 3. Homme
Le phénol présente une toxicité aigué pour I'étre humain, aprés exposition par voie orale
et cutanée, les enfants étant plus susceptibles que les adultes, Il est également tres irritant
pour la peau, les yeux et les muqueuses. (ECSC, 2003 ; bonnard el al, 2011). L’exposition
prolongée entraine une paralysie du systéme nerveux central ainsi que des atteintes rénales
et pulmonaires(Messikh.2008).Cette paralysie peut entrainer la mort. Pour ce qui concerne
les autres siéges du cancer, aucune association cohérente entre I'exposition au phénol et la
mortalité accrue due au cancer ne se trouvait dans les études épidémiologiques (Wilcosky
et al., 1984; Dosemeci et al., 1991; Siemiatycki, 1991; Pottern et al., 1992; Kogevinas et
al., 1995 in ECSC, 2003).

VI. Traitement d’élimination de phénol

Face a des contraintes réglementaires de plus en plus séveres, la lutte contre la pollution
industrielle s’est intensifiée. Les effluents doivent &tre alors soumis a des traitements

spécifiques pour satisfaire aux normes de rejet édictées par la législation. Les différents

16



Rappel Bibliographique

procédés de traitements, selon I’origine (type d’industrie), la nature (organique ou
minérale), et la forme de la pollution (soluble, colloidale et en suspension).

Plusieurs méthodes ont été proposées pour 1’élimination du phénol, que ce soit physico-
chimique ou biologique, celles qui ont pour objectif la récupération d’une partie du phénol

dissous, alors que d’autres visent la destruction du phénol(Messikh, 2008).

V1.1. Méthodes non destructives

Ces méthodes ne modifient pas la nature des espéeces, elles visent
simplementl’extraction des substances toxiques du milieu pollué, ailleurs (Messikh,
2008).Ces techniques sont généralement accompagnees par des procédés de recyclage ou
de récupération.

Adsorption: le charbon actif est I’agent le plus couramment utilisé et peut adsorber
jusqu’a trois fois son poids en produits organiques (Marchand, 1998 ; Messikh, 2008). Le
charbon peut étre ensuite brdlé ou régénére par pyrolyse (Patil, 2014).Cette technique se
limite aux concentrations de substances toxiques trés diluées (Messikh, 2008etPatil, 2014).

Extraction liquide- liquide : cette technique est basée sur la différence de solubilité
des polluants entre une phase aqueuse et une phase organique insoluble (Patil, 2014). Les
solvants sont ensuite régénéres par distillation ou par réextraction (Marchand, 1998).

Stripping : le stripping par le gaz ou par la vapeur d’eau est sans doute la technique la
plus performante et la moins colteuse pour isoler les substances organiques volatiles, ou
méme les solvants organiques d’une eau polluée. Ensuite les solvants et les produits
toxiques sont séparés par décantation du condensat et sont finalement recyclés ou brilés.

Procédés membranaires :Ces procédés visent a concentrer les eaux polluées. Les
concentras sont ensuite recyclés ou minéralisés par oxydation ultérieure (Messikh, 2008 ;
Hank, et al, 2010 et Patil, 2014). ).

Distillation : L’évaporation est également une des méthodes couramment utilisées.
Cependant, elle présente souvent un probleme de contamination du distillat par des

produits volatils.

V.2 Méthodes destructives :

Elles transforment les substances toxiques en d’autres produits ou les détruisent
completement (Hank, et al, 2010). Le but de telles techniques est de diminuer la toxicité

des eaux résiduaires.
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Oxydation chimique : Elle est employée genéralement lorsque les processus biologiques
ont peu d’efficacité. Cette technique utilise plusieurs oxydants : le chlore, I’0zone comme
I’oxydant le plus fort, et méme le Peroxyde d’hydrogéne(Messikh, 2008 ; Hank, et al,
2010etPatil, 2014).).

Traitement biologique : La purification des eaux polluées par voie biologique est une
des méthodes les plus utilisées. C’est généralement la derniére étape d’une série de
procédes de traitement (Messikh, 2008 et Patil, 2014).Elle n’assure en effet qu’une
élimination partielle du COT composé organique totale (minéralisation de substrat
organique) et les micro-organismes ne supportent pas des concentrations de produits
toxiques supérieures a des valeurs comprises entre let 5ppm (Agteren, 1998). Le traitement

biologique est en perpétuel développement (Patil, 2014).

V.La biodégradation de phénol

La biodégradation est un processus par lequel les organismes microbiens transformer la
structure des produits chimiques introduits dans I'environnement par l'action enzymatique
ou métabolique (EPA, 2009 in Patil, 2014). Un grand nombre de composés organiques
naturels et synthétiques sont biodégradables par des microorganismes dans le cadre de leur
metabolisme normal de I'énergie et croissance(Sarwade et Gawai, 2014). Une partie de la
matiére organique, servant de primaire d'électrons et la source d'énergie, est converti en
produits finis oxydés par des réactions d'oxydation / réduction (Basha et al., 2010). L'autre

partie du carbone organique est synthétisé en matériau cellulaire(Patil, 2014).

Mécanisme de phénol biodégradation

Le phénol est utilisé par les microorganismes aérobies et anaérobies sont présenté au
tableau 3 Annexe. Les microorganismes se dégradent le phénol par l'action de diverses
enzymes (Sahar, 2006 ; Basha et al., 2010). Ces enzymes peuvent inclure hydroxylases,
oxygénases, peroxydases, tyrosinases, laccase et oxydases (Nair et al., 2008 in Patil, 2014 ;
Basha et al., 2010 ).
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V.1 biodégradation aérobie

Dans la premiére étape de la voie aérobie pour la biodégradation du phénol (Fig.5), le
phénol-hydroxylase (phénol monooxygénase) utilise de I'oxygene moléculaire pour
I'ajouter a un second groupe hydroxyle en position ortho (Basha et al., 2010 ; Patil, 2014 ;
Sahar, 2006).

La molécule de catéchol résultant peut ensuite étre dégradee par deux voies alternatives
(ortho ou méta clivage) en fonction du microorganisme responsable(Sarwade et Gawai,
2014).

La voie de clivage ortho est également connue en tant que voie de [-cétoadipate. Le
catéchol est dégradée soit par méta-clivage par le catechol 2,3-dioxygénase ou ortho-
clivage par la catéchol 1,2-dioxygénase. Les intermédiaires de deux ortho et méta voie de
clivage sont encore métabolisés en cycle de Krebs (Sahar, 2006).

Les organismes qui utilisent le phénol par voie aérobie sont Acinetobacter,
Pseudomonas (Kang et Park, 1997 in Patil, 2014 et Hasan et Jabeen, 2015), Streptococcus
sp. (Mohite et Jalgaonwala, 2011 in Patil, 2014), Candida tropicalis (Tuah et al., 2009 in
Patli, 2014), Comamonas testosteroni (Arai et al., 2000 in Patil, 2014), Acinetobacter,
(Paller et al., 1995 in Hasan et Jabeen, 2015) Alcaligenes, (Hughes et al., 1984 ; Leonard
et Lindley, 1998 in Hasan et Jabeen, 2015) Bacillus, (Buswell, 1975 in Hasan et Jabeen,
2015) Burkholderia, (Schroeder et al., 1997; Solomon et al., 1994 in Hasan et Jabeen,
2015) Nocardia, (Rizzuti et al., 1979 in Hasan et Jabeen, 2015) Nocardioides, (Cho et al.,
2000 in Hasan et Jabeen, 2015) Ralstonia (Leonard et Lindley, 1991 in Hasan et Jabeen,
2015) and Rhodococcus (Hensel et Staube, 1990 in Hasan et Jabeen, 2015).
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Figure 05 : la voie aérobie pour la biodégradation du phénol

V.2. Biodégradation anaérobie de phénol

Le phénol peut également étre dégradé en I'absence d'oxygene et il est moins avancé que le
processus aérobie(Fig 6)(Sarwade et Gawai, 2014).Dans cette voie phénol carboxylé en 4-
hydroxybenzoate par décarboxylase qui est la premiére étape clé dans la voie
Gawai, 2014). L’enzyme impliquée est le

benezoate 4-hydroxy carboxylase. La dégradation anaérobie de plusieurs autres composés
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aromatiques

a ¢ét¢ démontrée qu’inclure une

réaction de carboxylation.

Les

microorganismes capables de dégrader le phénol dans des conditions anaérobies étaient

Thauera aromatica et Desulphobacterium phenolicum (Basha et al., 2010 ; Patil, 2014).

3-Oxoadipyl co A

Acyltransferase

l Thiolase
Aoetyl{ao-A &mm;L Co-A

Source : Basha et al., 2010
Figure 06: la voie anaérobie pour la biodégradation du phénol
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Figure 7: Localisation des sites d’échantilldnnage (Google maps 2015).
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1. Echantillonnage

L’échantillonnage a été exécuté le janvier 2015, a partir d’une station-service de wilayat
de Laghouat, qui situé au Nord-Est de wilaya (Fig 7) (Google maps), leur activité de
distribution du carburants sont limitées de (Essence, Gazoil, Supercarburant sans plomb,

des huiles de frais, et un lavage).

On a éliminé la couche supérieure de sol et les végétaux de (1-2cm) (Koutny et al,
2003 ; Patil, 2012). L’échantillonne de sol sélectionné de (5 a 20cm) lorsqu’ il y a un
maximum d’activité microbienne par rapport au profondeur (Agneszka et al, 2012 ; Dong

et al, 2008). Cette derniére a été prélevée par une spatule stérilisée.

L’échantillonne de sol a été conservé dans des boites en plastique stérile et a
température ambiante au cour de travail (Patil, 2012). Le sol sélectionné de quatre site
différentes de méme station-service dans les mémes conditions et le méme jour (Fig 8)
(Simonart, 1957 ; Soudi et kolahcki, 2011). L’échantillonne a été conservé a température

4c° pendent 2 semaine avent utilisé (Koutny et al, 2003).

01 02

200S5/09/20 15:07

03

& 2005/09/20 1S:09

Figure 8 : les échantillons de sol prélevé
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2. Isolement de microflore

On ajout un gramme de sol de les quatre stations-service dans 10ml de 1’eau

physiologie stérile, et agité par le vortex jusqu’a bien homogénéisé (Dong et al, 2008).

On a préparé une série de dilution de 10™ & 10 (Manji, 2010). Mise en culture 1 ml de
série de dilution en (GN) (Annexe) (Manji, 2010 ; Hasan et Jabeen, 2015), la culture est
incubé en 37c° pendent 24h (Ainon et al, 2011).

Aprés 24h on a purifié les colonies par repiquages successifs selon la méthode en
quadrant. La sélection des colonies est basée sur lI'aspect macroscopique des colonies a
savoir la couleur, la forme, le diametre, I’opacité. (Matter, 2001)

Finalement on a 03 différents isolats répetes en 09 colonies (tableau 4), en trouve que

les isola I1 et 12 les plus dominantes dans le sol pollué par les carburent (Tableau 5)

Tableau 04 : Les différents isolas obtenus a partie d’échantillons de sol

Echantillons Isolas
Echantillon 01 El. E2
Echantillon 02 E3. E4.E5
Echantillon 03 E6. E7
Echantillon 04 ES8. E9

Tableau 05 : Pourcentage de distribution de chaque isola dans le sol prélevé

Isolas Pourcentage
11 44.44%
12 44.44%
13 11.12%

3. Sélection des souches susceptibles de dégrader le phénol
3.1. Test d’adaptation

Les 03 isolas purifiées obtenu (I11. 12. 13) sont mise en culture dans des flacons de 250
ml qui contient 50 ml de bouillon nutritive (BN) (Annexe) avec 100mg.I™ de phénol, les
flacons incube a la température 37c°® pendent 72h (Ainon et al, 2011 ; Kafilzadeh et al,
2011).
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Apres 72h, on a déterminé 1’adaptation des bactéries au phénol, et I’incorporation de
polluant dans leur métabolisme comme source de carbone et d’énergie par I’estimation de
phénol résiduel, a I’aide d’un dosage colorimétrique (méthode Folin-Ciocalteu) (Wilfred
et Ralph, 2006).

3.1.1. Estimation de phénol
a) Principe

Ce dosage non spécifique s’effectue a partir des extraits aqueux (Bellebcir,
2008).L'ensemble des composes phénoliques est oxydé par le réactif de Folin-Ciocalteu.
(Wilfred et Ralph, 2006). Ce dernier est constitué par un mélange d'acide
phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique qui est réduit, lors de I'oxydation des
phénols (Il réagit avec la fonction —OH des phénols) (Catalano et al., 1999 ; Kylli, 2011).
Cette réaction se traduit par le développement d’une coloration bleue foncée (RIMA-OIV,
2010 ; Wilfred et Ralph, 2006 ; Aravindhan et al, 2014).

b) Méthode
Dans des tubes a essai, un volume de 1 ml d’échantillon d’inoculum centrifugé a
4 000rpm pendant 10min, 0.5ml de surnagent ajouté a 2.7ml d’eau distillé et 200ul de
Folin-Ciocalteu, aprés 3min on ajout 600ul de carbonate de sodium (20%). Un témoin est
préparé dans les mémes conditions. L’absorbance est mesuré a 765 nm (Kylli, 2011 ;
Mangwan et al, 2014).

On a obtenu un sel isolat apte a dégrader le phenol une dégradation compléte (12) la
solution devient transparente para rapport au témoin (Fig 9). En revanche il y a une autre
capable a dégrader le phénol partiellement (13), et une troisieme incapable de dégradé le
phénol (11).

Figure 9: Dosage colorimétrique de test d’adaptation
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3.2. Test de dégradation de phénol

On choisir I’isolat (I12) dans le teste de dégradation, lorsqu’il a une bon adaptation au
phénol. Elle utilise le phénol comme un métabolisme ou co-métabolisme d’une tel sorte
elle est capable d’utilise le phénol comme seule source de carbone et d’énergie et

incorporé ce polluant organique dans leur métabolisme.

Pour reéaliser cet objectif, on met la bactérie dans un milieu minérale et le phénol de

concentration (100. mg.I™) comme la seule source de carbone (Li et al, 2010).

Dans un flacon de 250ml, on remplir 50ml de milieu minérale (Annexe) de pH7 ajusté
par le Hcl avec le culot bactérien (Heinaru et al.2005), obtenu par la centrifugation a
4 000rpm et rincé par 5ml de milieu minérale a partir de bouillon nutritive de teste
d’adaptation (Shourian et al.2009), le DO densité optique de biomasse bactérienne a été

0.01A mesuré par le spectrophotomeétre a 625nm (Doumandiji et al, 2011).

En To, on a fait un dosage colorimétrique d’inoculum (Fig 10), par méthode Folin-

Ciocalteau pour comparer au Tsinale, OU il se faite une minéralisation de phénol.

[ ) L] &
L Témoin Isola2
d :

Figurel0: Dosage colorimétrique de test de dégradation en T,

Le flacon inoculés incubé pendent 48h & 37C° et agité en shaker a 250rpm (Kang, et
Park, 1997 ; Ainon et al, 2011).
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Aprés 48h on a une dégradation complété de phénol, confirmé par un dosage
colorimétrique (Folin-Ciocalteau) (Fig 11).

Figure 11: Dosage colorimétrique de test de dégradation en Tinqe

4. Identification d’isola capable a dégradé le phénol

On a choisir I’isolat (I12) pour notre démarche, lorsqu’il a une capacité considérable a

minéralisé le phénol, et a une vitesse énorme de dégradation.

Ont identifié 1’isola (I2) selon la description de Berge’s manuel (Vol.3) (William et
Whitman, 2009). L’observation de 1'aspect macroscopique des colonies permet d'effectuer
une premiére caractérisation, avec une orientation possible des résultats au cours de
l'identification (Tableau). L’identification a été exécuté dépend de la morphologie (Fig 12),
coloration de gram (Fig 13), sporulation et les caractéristique biochimique qui réalisé par

une collaboration avec Laboratoire Vétérinaire Reégional de Laghouat.

Figure 12: ’aspect macroscopique d’Isola (2)
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Figure 13: Aspect microscopique d’Isola (2)

Tableau 6: Caractéristique Morphologies et biochimique d’isolat apte & dégrade le phenol.

Tests Isola 2
Morphologie : ) o _

Description de colonie : Large Sec, Creme, Contours Irrégulier de Colonies
Elévation Plat
Opacité Opaque

Description de cellule : .

Forme de cellules Bacilles
Gram Positif
Mobilité Non Mobile
Formation des spores Positif

Tests enzymes respiratoires .
Catalase qumf
Oxydase Négatif

Biochimique :

Métabolisme glucidique +
Glucose +
Saccharose +
Mannitol/Mobilité Non Mobile
H,S N
ONPG +
Citrate perméase

Croissance sur les milieux sélectifs
Milieu Chapman +
Milieu macConkey )

Milieu King A }
Milieu King B }
Antibiogramme :
ENR 29,38
N 23,39
E 23,97
GM 25,05
PEN <6 (Résistante)
STX 28,32
TET 22,63
SSS 200 33,49
VAN 19,83
SP 25,05
SPN 26,34
OXC

<6 (Résistante)
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Apres ’identification on peut dire que I’isola (2) ; c’est Bacillus sp. 12 selon la description
de Berge’s manuel (Vol.3) (William et Whitman, 2009).

5. Etude de cinétique de biodégradation de phénol

On a choisir Bacillus sp. 12 pour notre démarche, lorsqu’il a une capacité considérable a
minéralisé le phénol, et a une vitesse énorme de dégradation. Lorsqu’il a une bonne
adaptation au phénol, elle utilise le phénol comme un métabolisme ou co-métabolisme
d’une tel sorte, elle est capable d’utilise le phénol comme source de carbone et d’énergie
et incorporé ce polluant organique dans leur métabolisme. Par le teste de dégradation on a
été confirmé que Bacillus sp.12 peuvent utilise le phénol comme la seule source de

carbone et d’énergie.

Pour cette raison en exploite la capacité enzymatique de la bactérie pour suivez la
cinétique de biodégradation de phénol, et méme profité le potentiel biologique naturel de
dégradation.

La croissance et la biodégradation de tout microorganisme dépend de divers paramétres
physico-chimiques. Pour cette raison la démarche suivant  exécuté pour évaluer
I’influence des facteurs physico-chimique (comme la température de I'incubateur, le pH du
milieu et de la concentration de phénol qui est utilisé comme seule source de carbone et
d'énergie, et méme I’influence de densité cellulaire, la vitesse d’agitation et le taux
d’aération) sur le dégradation, et déterminé les parametres optimale qui accélére la

bioprocessus de dégradation.

Etude sur la croissance des bactéries a différentes variable ont été effectués pour
optimiser les conditions. L’augmentation de biomasse est estimée par 1’augmentation de la
densité optique, en parallele 1’augmentation de croissance cellulaire indique

I’augmentation du taux de dégradation.

5.1. Test de tolérance a des concentrations toxiques de phéenol

Afin de déterminé la capacité de tolérance de notre bactérie isolé a des concentration

toxique de phénol, qui peuvent étre inhibé la croissance et le développement de la bactéries
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Bacillus sp.12, I’isola cultivé en 50ml de milieu minéral avec des différents concentration
relativement élevés de phénol (200. 500.700.1000mg.I™"), avec une densité cellulaire
bactérienne initial (DOgomn 0.01A) et a température 37C° sous une vitesse d’agitation
250rpm, et en pH 7 de milieu jusqu’a la minéralisation de phénol. Tout fois un dosage

colorimétrique qui confirme le taux de dégradation de phénol.

Iml de prélevement mesuré pour déterminé 1’augmentation de biomasse bactérienne a
DOg20nm (Doumandji et al, 2011), 1 ml milieu de culture centrifugé a 4 000 rpm pendant
10 min (Shourian et al.2009). Le surnageant a été recueilli dans tubes a essai propres pour
évaluer le phénol résiduel, ce dernier a été déterminée a l'aide d’un dosage biochimique

colorimétrique (Folin-Ciocalteau) comme décrit ci-dessus d’absorbance 765nm.

5.2. Etude de cinétique

5.2.1. Etude de la dégradation en fonction de concentration du phénol

Pour déterminer la capacité de dégradation de Bacillus sp. 12, elle a été cultivé dans
50ml de milieu minimal avec des concentrations de phénol initial varie de (25.
50.100.150.200mg.I™") (Heinaru et al., 2005 ; Rivera et al., 2008 ; Firozjaee, et al, 2011 ;
Aravindhan et al, 2014), tandis que la densité des cellules initial dans chaque flacon était
constante (DOg20 0,01A) en double exemplaire. Le milieu de culture était ajusté a pH 7
(Heinaru et al.2005). Ensuite été secoué a une vitesse constante de 250rpm et a une
température de 37C° (Fig 14) (Kang, et Park, 1997 ; Ainon et al, 2011 et Aravindhan et al,
2014).

2015/08/01 11:2l

Figure 14: le milieu de culture incubé et agité
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Bien sdr le temps de prélevement a été aussi constant (2 heure), 1ml de prélévement
mesuré pour déterminé 1’augmentation de biomasse bactérienne a DOgonm (DOumandji et
al., 2011), 1 ml milieu de culture centrifugé a 4 000 rpm pendant 10 min (Shourian et al.,
2009). Le surnageant a été recueilli dans tubes a essai propres pour évaluer le phénol

résiduel (Fig 15), ce dernier a été déterminée a l'aide d’un dosage biochimique

colorimétrique  (Folin-Ciocalteau) comme décrit ci-dessus d’absorbance 765nm (Kylli,
2011 ; Mangwan et al, 2014).

llu-ui“!x\h I.Jfr? ME

Figure 15 : Dosage colorimétrique de phénol au ty

La cinétique de croissance cellulaire dans une culture discontinue (Batch) peut étre

modélisée par I'équation suivante :

dx

Il=a

Le taux de croissance spécifique (u) est une fonction de la concentration du substrat (S).
Cinétique Monod et Haldane sont les deux équations les plus largement utilisés pour
calculer la croissance cinétique de tous les systéemes microbiens (Khleifat.2006 ; Sgountzos
et al,.2006. et Li et al. 2010). Selon I'équation de Monod, le phénol est considéré comme
un composé non inhibiteur et la cinétique d'inhibition de la non Monod équation est

donnée comme suit mentionné par Sgountzos et al., 2006 et Khazi et al,. 2010 :

— Umax-S
H= Ks+ S

Avec :
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S : phénol (mg/L) ;
Ks : constance de dissociation (mg/L) ;
M : vitesse spécifique de croissance (h-1) ;

Mmax - Vitesse spécifique de croissance maximale (mg/L).

5.2.2. Etude de la dégradation en fonction de température

Pour étudier I'effet de la température sur la vitesse de dégradation, Bacillus sp 12 a été
cultivé dans 50ml de milieu minéral contenant le phénol de concentration 50mg.I" dans
une fourchette de températures (30. 37.42 et 45C°) (El-Naas et al., 2009 ; Lakshm et
Sridevi, 2009 ; Khazi et al., 2010 ; Patil et al., 2014 ), en revanche la densité cellulaire
initial a été fixé & (DOg20nm 0.01A). Ainsi le pH ajusté a 7 et I’agitation a 250rpm. Tout fois
les études de cinétiques ont été effectuées pour chaque expérience indépendamment de la
détermination de la biomasse bactérienne et le phénol résiduel.

A cet effet, toujours le préléevement a été effectué dans un temps constant, et suivi les

mémes étapes précédemment.
5.2.3. Etude de la dégradation en fonction du pH

Afin d'évaluer I'effet du pH sur le taux de dégradation de phénol, les cellules de Bacillus
sp .12 ont été cultivées dans un volume de 50 ml de milieu minimal (Bhavna et al, 2011),
contenant 50mg.I™" de phénol sous une agitation rotatif & 250rpm, tout fois la densité
cellulaire bactérienne initial (DOgzonm 0.01A). Le pH de la solution a été ajusté pour étre
dans la plage entre (2.4.6.7.8) (Khleifat, 2006 ; Agarry et al., 2008 ; Velluru et al., 2011 ;

Sivasubramanian et Namasivayamn 2015).

A chaque fois la biomasse a été mesuré par le spectrophotométre & loguer d’onde

620nm, et le phénol absorbé a 765nm aprés un dosage colorimétrique.
5.2.4. Etude de la dégradation en fonction de la densité cellulaire

Pour étudier l'effet de la densité cellulaire sur le taux de dégradation de phénol,
Bacillus sp. 12 a différents densité cellulaire initiale (DO 0.011, 0.089, 0.0129, 0.0165, et
0.231A) (Khleifat, 2006 ; Jiang et al.2007), a été mis en culture dans 50ml de milieu
minéral avec 50mg.I™" de phénol. Le milieu de culture ajusté & un pH7 et ensuit incubé &

température 37C° et agité a une vitesse de 250rpm (Razika et al.2010).
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D'autre part tous les étapes de mesure 1’augmentation de biomasse bactérienne et le
dosage de phénol résiduel maintenu sont constant, et dans les mémes conditions de

travail.

5.2.5. Etude de la dégradation en fonction de différente vitesse

d’agitation

Lorsque 1’agitation a un effect importent d’homogénation de milieu et I’acceleration de
bioprocessuce de dégradation, Bacillus sp 12 mis en 50ml de milieu de culture minéral, qui
contient 50mg.I" de phénol, avec une densité cellulaire bactérienne initial (DOgzonm
0.01A). Tous les autres parametres maintenu sont constant ; pH 7, température 37C° et
vitesse d’agitation entre (0.150, 250rpm) (khleifat, 2006 ; Razika et al.2010 ; Velluru et al.,
2011).

5.2.6. Etude de la dégradation en fonction d’aération

Tant que le molécule d’oxégene est utilisé par 1'enzyme de phénol hydroxylase dans la
premiere étape de la voie aérobie de biodégradation du phénol, donc il représent le
molécule clé de réussir de dégradation, c'est pour cela on etude I’influence d’oxygéne a la

vitesse de dégradation.

Bacillus sp 12 cultivé en 50ml de milieu minérale de concentration 50mg.I™ de phénol
(Razika et al.2010), avec une densité cellulaire bactérienne initial (DOgzsnm 0.01A). Le
processus se déroule dans un flacon de 250ml corrélé a une pompe d’oxygéne ou il injecté
dans le flacon aprés une filtration par une piéce de roche perméable (Hannaford et Kuek,
1999 ; Khleifat, 20006), a été stérilisé sous un flux d’air humide de 120C°/1b pendant
20min. I’oxygéné pompé a I’intérieure de flacon par la pompe a travers d’un capillaire en
plastique aussi autoclaves. Les autres paramétres d’expérience sont les méme, pH 7,

température 37C°, agitation 250rpm.
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6. Conservation des souches

Pour conserve les souches sporulent a long duré dans un support inerte, la conservation
des souches bactériennes sporulées dans le sable stérile.

En remplis 2/3 de tube & visse est stérilisé ou moins deux fois & 120C° pendent 20min,
ensuite le tube inoculé avec 1 ml de suspension dense dans milieu minérale stérile, et
conservé a température ambiante pendant une ou deux semaines, il sont ensuite stockés,
puis a température 4C° (Fig 16) (Botton et al,. 1990).

Figure 16: Conservation des souches au sable stérile
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. Résultats

1.1 Test de tolérance de Bacillus sp 12 au phénol

La bactérie Bacillus sp.12 a été cultivee en mode discontinu (batch) en présence de
différentes concentrations de phénol comprise entre 200-1000 mg/L. Cette souche
bactérienne est capable d’assimiler le phénol comme seule source de carbone jusqu’a une
concentration de 700 mg/L. La vitesse de degradation dépendétroitement de la
concentration du phénol présent dans le milieu. On note une dégradation totale du phénol a
200mg/1 et 500mg/I apres 48 et 96 heures d’incubation, respectivement. La dégradation du
phénol est trés lente au concentration de 700 mg/L ou elle totale apres 114 heures de

culture.

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par d’autres chercheurs. D’apres le
Tableau (8), on remarque que les espéces bactériennes de Pseudomonas possedent une

tolérance similaire au phénol par rapport a notre souche.

12-Etude de cinétique

12.1. Effet de Température

La figure 16 montre le profil typique d'évolution de la concentration du phénol résiduel
et de I’augmentation de biomasse en fonction du temps, a différentes températures
d’incubation (30. 37. 45°C), Bacillus sp. 12 a été mise en culture en présence du 50 mg/L

de phénol.

On remarque que la croissance bactérienne et la consommation de phénol étaient
rapides entre 30 et 37°C (Fig16).

La figure 17 représente le taux de croissance spécifique en fonction de la température. Il
est clair que la température optimale de croissance de Bacillus sp. 12 est a 30°C. Plusieurs
travaux ont trouve que la dégradation du phénol et la croissance bactérienne sont optimales
a 30°C (Paraskevi et al.,2005 ;Shourian et al., 2009 ; Wenlai et al., 2012 ;Awa et al.,2013).

A température 45°C, on remarque un grand ralentissement de dégradation, liée a une
longue phase de latence ou il se déroule un nouvel arrangement moléculaire et un autre

comportement physiologique, pour adapté a une fourchette de tempeérature differente
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(Khazi et al., 2010.). Une diminution de biomasse est notée apres 4 heures d’incubation a
45°C.
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Figure 16 : Effet de température sur la biodégradation de phénol; (A) augmentation de biomasse présentée
par I’absorbance a (DOgzonm), (B) évolution de phénol résiduel en fonction du temps
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Figure 17 :Effet de la température sur la vitesse spécifique de croissance(p)

12.2. Effet de pH

D’aprés la Figure (18), on remarque que la vitesse de dégradation de phénol est
également affectée par le pH initial du milieu de culture. Le taux de dégradation du phénol
et la biomasse augmentent de maniére significative aux pH compris entre 7-8 ou le phénol
du milieu est complément épuisé rapidement apres 5 heures de culture de la bactérie. Une

chute considérable de la densité cellulaire est observée a pH 7 et 8.

Nous avons remarqué aussi que la croissance et la vitesse de dégradation du phénol sont

trés lentes a pH 6 et seront totalement inhibés aux pH acides.
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La figure 19 montrela variation de la vitesse spécifique de croissance (u) en fonction de

pH, qui confirme aussi que le pH optimal pour la croissance et la dégradation de le phénol

est situé entre 7-8.
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Figure 18 : Effet de pH la biodégradation de phénol ; (A) augmentation de biomasse présentée par
I’absorbance a (DOg,0nm), (B) Evolution de phénol résiduel en fonction de temps
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Figure 19 :Effet du pH sur la vitesse spécifique de croissance (L1).

12.3. Effet de I’agitation

L’agitation agit sur I’homogénéisation du milieu de culture et sur la vitesse de

croissance et le taux de dégradation des substrats par les bacteriés.

Nous avons pu étudier 1’effet de 1’agitation du milieu de culture sur la croissance en

biomasse et le taux de dégradation du phénol par Bacillus sp. 12 en culture liquide et en

mode batch (discontinu).
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D’apres la Figure (20), on remarque qu’en absence d’agitation du milieu la bactérie
dégrade difficilement le phénol en solution. La dégradation du phénol qui s’accompagne
d’une augmentation de la biomasse est obtenue a une vitesse d’agitation de 250 rpm. Dans
ces conditions expérimentale, la bactériedégrade totalement le phénol a 50 mg/L seulement

apres 24heures.

A

0,10

—O0— 0rpm
—a— 150 rpm
0,08 —e— 250 rpm

Absorbance a 620 nm

Concentration du phénol résiduel (mg/L)

0 5 10 15 20 25 30
Temps (h)

0 5 10 15 20 2% 30
Temps (h)
Figure 20 : I’effet des différentes vitesses d’agitation sur la biodégradation de phénol ; (A)
augmentation de biomasse présentée par 1’absorbance a (DOgyonm), (B) 1’évolution de
phénol résiduel au fonction de temps

12.4. Effet de I’aération

La dégradation du phénol est le plus souvent une réaction d’oxydation ou I’oxygene
dissous est le facteur clé qui décide de la vitesse de dégradation de la matiere organique
dans des conditions de croissance aéerobies (Khazi et al,. 2010 ; Amrouchel et al, 2011 ).
Pour cela, nous avons étudiée ’effet de 1’aération du milieu de culture sur I’assimilation du
phénol par la souche bactérienne Bacillus sp. 12. Pour cela, la cinétique de dégradation a
était suivie en présence et absence d’aération et les résultats ainsi obtenu sont représenté

dans la Figure (21).

D’apres la Figure (21) on constate que |’aération du milieu accélére de manicre
significative la vitesse de dégradation du phénol qui s’accompagne aussi d’une
augmentation de la biomasse bactérienne. Tandis que le milieu non aéré Bacillus sp. 12

dégrade trés lentement le phénol ou la biomasse observée est faible.

Nos résultats sont similaires par rapport a ceux trouvé par Hannaford et Kuek (1999) et
Khleifat (2006).
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Figure 21 : ’effet d’aération sur la biodégradation de phénol ; (A) augmentation de biomasse présentée par
I’absorbance a (DOgonm), (B) 1’évolution de phénol résiduel au fonction de temps

12.5. Effet de la biomasse

L’effet de la densité cellulaire sur le taux de dégradation de phénol a 50 mg/L a était
étudiée en mesurant la biomasse le substrat résiduel au cours du temps d’incubation ceci

pour différentesconcentration de bactérie.

D’apreés la Figure (22), la densité bactérienne influe nettement sur la vitesse de
dégradation du phénol. Ces résultats sont en accord avec ceux cités dans la littérature
(Khleifat, 2006 ; Jiang et al.,2007 ; Shourian, et al., 2009).
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Figure 22: Effet de biomasse sur la dégradation de phénol
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12.6. Effet de la concentration du phénol

Les paramétres cinétique Pmax et Ks de Bacillus sp 12 ont été déterminés a I’aide la
représentation de Monod en étudions I’effet de la concentration du phénol sur la croissance

de cette bactérie a pH 7.0 et 37°C.

D’apres la Figure (23) on constate qu’il existe une corrélation entre la concentration du
phénol présent dans le milieu et la biomasse. Il en résulte une augmentation significative
de biomasse lorsque la concentration du phénol est relativement élevée. La bactérie

transforme rapidement le phénol a de faible concentration.

Nos résultats sont similaires par rapport a ceux cités dans la littérature (Heinaru et al.,
2005 ; Riveraetal., 2008 ; Li et al, 2010 ; Firozjaee, et al, 2011 ; Aravindhan et al, 2014),

0,35 180
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Figure 23 : Effet de concentration de phénol sur la cinétique de biodégradation ; (A) augmentation de
biomasse présentée par 1’absorbance a (DOgonm), (B) évolution de phénol résiduel en fonction de temps

Les vitesses spécifiques (u) pour les différentes concentrations du phénol ont été
estimées a partir des courbes du logarithme népérien de la biomasse en fonction du temps
(Sgountzos et al,.2006).

Nos résultats ont été parfaitement ajustés par le modele cinétique de croissance de
Monod. Ceci confirme que la bactérie n’a pas subit un phénomene d’inhibition par excés
de substrat qui est le plus souvent observé pour la plus part des bactéries cultivées en
présence du phénol (Li et al., 2010 ; Arutchelvan et al., 2006 ; Kumar et al., 2005).
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Les paramétres cinétiques de croissance de Bacillus sp. 12 ainsi calculés sont pmax= 0,16
h', Ks=3.80 mg /L.

0,16 -
umax = 0,16+0.013 h*

0,14 - Ks = 34,80+7,70 mg/mL

R?=0.905
0,12

= 20
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15
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0,02 -0,04 0,02 000 002 004 006
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Figure 24 : la vitesse spécifique de croissance (1) au fonction de phénol

I1. Discussion

Bacillus sp. 12 isolée a partir du sol contaminé par les dérivés pétroliers est une souche
bactérienne tolérante au phénol puisque elle a la capacité de dégrader des concentrations
relativement élevées de ce polluant grace aux enzymes monooxygeénase, la 1,2
dioxygénase 2-3-dioxygénase pour (orthro-metclavage) respectivement. Nos résultats sont
en accord avec ceux trouvés par d’autres chercheurs (Tableau 8). Les bactéries du genre

Pseudomonas putida se comportent de maniere similaire par rapport a notre souche.

Tableau 7: Seuil de dégradation du phénol par quelques bactéries.

\ - Gamme de concentration Référence
Espéce bactérienne
(mg/L)

P. putida CCRC14365 0-600 Chung et al,. 2003 in Banerjee et
Ghoshal, 2010

P. putida DSM548 0-100 Alvaranet al,. 2000 in Banerjee et
Ghoshal, 2010

P. putida DSM50222 0-700 Hill et Robinson, 1975 in
Banerjee et Ghoshal, 2010

Bacillus. sp 12 0-700 (Notre étude)

La variation du rendement de croissance des cellules avec la concentration du phénol

peut étre rationalisée par un bilan matiere sur la base de la consommation de phenol.

40



D’aprés Wang et Loh (1999), le phénol a était assimilé par la bactérie Bacillus.sp 12 sous
forme de biomasse et d'énergie.

L’effet de la température sur la dégradation du phénol montre que Bacillus sp. 12 est
une espece mésophile. L’inhibition de la croissance totale de Bacillus sp 12 a eu lieu a 45
°C, elle a été une influence néfaste sur la multiplication cellulaire. La diminution de la
biomasse a 45°C est due a la mort cellulaire.

Plusieurs travaux ont trouvé que la dégradation du phénol et la croissance bactérienne
sont optimales a 30°C (Paraskevi et al., 2005 ; Shourian et al., 2009 ; Wenlai et al., 2012 ;
Awa et al., 2013). Selon Khleifat (2006), EI-Naas et al. (2008) et Li(2010) la limite de
tolérance des bactéries est a 45°C. La température affecte les activités enzymatiques
microbiennes ainsi la voie métabolique. La diminution de la dégradation en raison a
température plus élevée tel que 45C° pourrait étre attribué a I'effet de la température sur
enzyme spécifique au phénol.

La bactérie Bacillus sp. 12 est une espéce alcalophiles (Sarwade et Gawai, 2014), c’est-
a-dire qu’elle dégrade parfaitement le phénol aux pH relativement alcalin. Aux pH acide,
I’inhibition de la biodégradation du phénol peut étre expliquée par 1’apparition des
conditions de croissance défavorables pour la population bactérienne. Cette différenciation
a la régle principale de réactions chimiques pourrait étre due a des différences pénétration
efficace de phénol dans les cellules bactérienne a travers la membrane cellulaire (Khleifat,
2006 ; Ho et al.,2009 ; Khazi et al., 2010).

De méme les bactéries Pseudomonas putida (Kumar et al, 2005 ; Abuhmed et al,. 2004 ;
Farashevi et al,. 2005) et Bacillus brevis (Arutchelvan et al., 2006) dégradent le phénol
efficacement a pH 7 et 8, respectivement.

Une partie de phénol, joue un rdle de donneur d'électrons et source d'énergie, est
converti en produits finis oxydés par des réactions d'oxydation / réduction (Basha et al.,
2010). L'autre partie du carbone organique est transformée en matériau cellulaire (Patil,
2014). L’étude de I’effet d’aération a montré que la vitesse de dégradation du phénol par
Bacillus sp. 12 augmente considérable ceci s’explique par le role essentiel de 1’0xygene
pour que la phénol hydroxylase assure la premiére étape de la voie de biodegradation du
phénol (Jiang et al,. 2007). Hannaford et Kuek, 1999 et Khleifat (2006) et Shourian, et
al., (2009) ont trouvé que la dégradation du phénol par les bactéries est plus favorable en

présence d’aération.
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La vitesse d’agitation affecte aussi la cinétique de biodégradation du phénol car elle
assure I’homogénéisation et I’aération du milieu. Shourian et al. (2008, 2009) et Kang et
Park (1996) ont rapporté aussi que la dégradation du phénol est optimale lorsque le milieu

de culture est mis en agitation a une vitesse de 250 rpm.

D’apres le Tableau (8), Bacillus sp. 12 a la méme affinité pour le phénol par rapport aux
bacteriés Bacillus brevis Pseudomonas putida MTCC 1194 et Corynebacterium sp. DJ1
tandis que la bactérie Pseudomonas. Sp a une faible affinité vis-a-vis de ce substrat.

Bacillus subtilis a une affinité excellente vis-a-vis du phénol.

Tableau 8 : Les valeurs des parametres cinétique plyax et Ks de dégradation du phénol par quelques bactéries.

Souche bactérienne Hmax (h™) Ks (mg/L) Référence
Bacillus Sp. 12 0.16 34.8 Cette étude
Bacillus brevis 0.026 29.3 Arutchelvan et al.

(2006)
Bacillus subtilis 0.305 3.02 Aravindhan at al.

(2014)
Pseudomonas putida MTCC 1194 0.3 36.3 Kumar et al. (2005)
Pseudomonas putida F1 (ATCC 0.051 18 Abuhmed et al.
700007) (2004)
Pseudomonas. Sp 0.27 56.7 Farashevi et al.

(2005)
Corynebacterium sp. DJ1 0.65 33.1 Ho et al. (2009)
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Annexe

Tableaul : Classification des composés phénolique

Structure Classe

C6 Simple Phenolics

C6-C1 Phenolic Acids And Related Compounds
C6-C2 Acetophenones And Phenylacetic Acids
C6-Cs3 Cinnamic Acids, Cinnamyl Aldehydes, Cinnamyl Alcohols
C6-C3 Coumarins, Isocoumarins, And Chromones
C15 Chalcones, Aurones, Dihydrochalcones
C15 Flavans

C15 Flavones

C15 Flavanones

C15 Flavanonols

C15 Anthocyanidins

C15 Anthocyanins

C30 Biflavonyls

C6-C1-C6, C6-C2-C6
Ce, C10, C14

C18

Lignans, neolignans
Lignin

Tannins

Phlobaphenes

Benzophenones, Xanthones, Stilbenes
Quinones

Betacyanins

Dimers Or Oligomers

Polymers

Oligomers Or Polymers

Polymérise

Source : Ralph et Wilfred, 2006
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Tableaux 3 : List des difféerent microorganismes inclus en dégradation de phenol

Source Genus Species Reference
Alcaligenes Alcaligenes faecalis Yan Jiang et al., (2007)
Alcaligenes xylosoxidans Sung Ho Yeom et al.,(1997)
Arthrobacter Y234 S.Kar et al., (1997)
Arthobacter species Chandrakant et al., (2005)
Arthrobacter citreus Maria Unell et al., (2005)
Bacteria Pseudomonas Arthrobacter chlrophenolicus  Annadurai et al., 2008 ;
A6 Bandhyopadhyay et al., (1998)
Pseudomonas putida Folsam et al.,1998)
Pseudomonas cepacia Annadurai et al.,(1990)
Pseudomoans pictorum Kotresha et al.,(2007)
Pseudomonas aeruginosa Ahmed, (2008)
Cyanobacterium MTCC 4996 Song et al (1995)
Bacillus Pseudomonas aeruginosa Wourster et al.,(2009)
Pseudomonas aeruginosa Tallur et al.(2003)
CC7CCAB919095 Arutchelvan et al.,(2008)
Cyanobacterium
synechococcus
Bacillus species strain PHN 1
Bacillus brevis
Fungi Candida Candida tropicalis Sunil S et al.,(2006) ; Yan Jiang et
Fusarium Candida tropicalis NICM al., [36]
Graphium 3556 Varma et al (2007, 2008)
Ochromonas Fusarium species Weijian Cai et al.,(2007)
Aspergillus Graphium sp.FI1B4 Vera L.Santos et al.,(2002)
Ochromonas danica Kirk T. Semple et al., (1997)
Aspergillus awamori NRRL Stoilova et al., (2007)
3112
Yeast Phanerochaete ~ Phanerochaete chrysosporium  Ahmadi et al., (2005)
Rhodococus Rhodococcus erythropolis Begona et al., (2002)
Rhodotorula UPV -1 Irina Krallish et al., (2006)
Sphigmonas Rhodotorula creatinivora Bielefeldt et al., (2005)

Trichosporon

Sphingomonas
chlorophenolica RA 2
Trichosporon species LE3
Trichosporon cutaneum R57

Vera L.Santos et al., (2001)
Aleksieva et al., (2002)

Source: Basha et al., 2010
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Composition de milieu de culture

Composition de milieu minéral par litre

Na2HPO4
KH2PO4
NaCl
MgSO4
NH4CI
H,0

Le PH 7 ajusté par HCL et autoclavé a Température 120C°/ 1b, pendent 20min (Heinaru et

al.2005 ; Li et al., 2010)

3.80 g/l
1.00 g/l
1.00 g/l
0.20 g/l
0.10 g/l
1000 ml

Composition de milieu gélose nutritif par litre

Peptone

NaCl

Extrait de Levure
Agar

H,O

Le pH £7 a Température 25C°, le milieu préparé autoclavé a Température 120C°/ 1b, pendent

20min (Ronald. M., 2004)
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