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RESUME

La biosorption impliquant la biomasse algale est /'une des nouvelles méthodes
développées en bioremédiation, trés prometteuse pour I'enlévement des métaux des milieux
aquatiques. Dans ce travail, la performance des cellules algales inertes de Chlamydomonas
reinhardtii dans la biosorption des ions métalliques est évaluée dans des systemes
monométalliques simples et binaires contenant du cuivre et du plomb. Les expériences ont été
effectuées dans des solutions contenant 5x107M dions métalliques libres & 30°C et pH 6. La
concentration du métal compétiteur variait de 5x107M & 10°M. La concentration de la
biomasse algale était de 0,2g.L™. Les résultats obtenus ont montré que la biomasse algale
avait une plus grande capacité de biosorption et une plus grande affinité pour les ions Pb (1)
que pour les ions Cu (lI1). A 65 min, la capacité de biosorption des cellules pour Pb (I1) (0,286
mg/g) était deux fois plus élevée que celle obtenue pour Cu (1) (0,209 mg/g). D autre part,
aucun effet compétitif n’a été observé pour la biosorption du cuivre et du plomb par les
cellules d’algues inertes en mélanges binaires. Ceci indique que les sites d’adsorption du
cuivre et du plomb a la surface de la biomasse sont indépendants. Bien que des études
supplémentaires soient nécessaires afin d’améliorer la capacité de piégeage des métaux par
les espéces algales, les résultats obtenus sont trés prometteurs en tant que point de départ
pour une utilisation potentielle de ces microorganismes dans le biotraitement des milieux
aquatiques.
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ABSTRACT

Biosorption involving algal biomass is one of the new methods developed in
bioremediation, very promising for the removal of metals from aquatic environments. In this
work, the performance of inert algal cells Chlamydomonas reinhardtii in the biosorption of
metal ions is evaluated in simple monometallic and binary systems containing copper and
lead. The experiments were performed in solutions containing 5x10M of free metal ions at
pH 6 and 30°C. The concentration of the metal competitor varied from 5x107M to 10°M. The
concentration of algal biomass was 0.2g.L™. Under studied conditions, dead cells showed



Lebanese Science Journal, Vol. 15, No. 2, 2014 98

higher affinity for Pb (Il) compared to Cu (Il). At 65 minutes, the ability of cells for
biosorption of Pb (I1) (0.286 mg/g) was twice as high as that obtained for Cu (lI) ions (0.109
mg/g). On the other hand, no competitive effect was observed for the biosorption of copper
and lead by inert algal cells in binary metal systems. It seemed thus, that the adsorption sites
for copper and lead on the surface of biomass were independent. Although further studies are
needed to improve the trapping capacity of metals by algal cells, the results are very
promising as a starting point for a potential application of these microorganisms in the
bioremediation of aquatic environments.
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INTRODUCTION

La présence des métaux lourds dans les milieux aquatiques est devenue un probléme
majeur en raison de leurs effets nocifs sur la santé humaine, sur la faune ainsi que sur la flore.
Les ions métalliques sont non biodégradables et se caractérisent par une grande persistance
dans l'environnement. Méme a 1’état de traces, ces ions sont nocifs pour les organismes
vivants (Buffle et al., 2000; Malik, 2004). Du fait de leur stabilité et de leur persistance dans
I’environnement, les métaux sont propices au transport et a I’accumulation dans certains
compartiments de I’environnement. C’est pourquoi 1’étude de leur mobilité et de leur transfert
dans les différents compartiments de I’environnement est de premiére importance (Debelius et
al., 2009). Plusieurs méthodes physicochimiques ont été développées pour I'¢limination des
métaux lourds des milieux aquatiques (Gupta & Rastogi, 2008). Toutefois, ces méthodes sont
souvent inefficaces et/ou colteuses en particulier pour I'élimination des métaux lourds a des
faibles concentrations (niveau ppm) (Qaiser et al., 2009). En outre, la plupart de ces
techniques reposent sur des processus physiques ou chimiques générant des produits
secondaires comme les boues toxiques, créant par suite un nouveau probléme
environnemental. Le besoin des méthodes peu codteuses et efficaces adaptées pour
I'élimination des métaux lourds des eaux usées a suscité un intérét dans I'étude des processus
de biosorption (Chojnacka, 2010; Rehman et al., 2006). L'utilisation du matériel biologique, y
compris les micro-organismes vivants et non vivants, pour enlever et éventuellement
récupérer les métaux toxiques ou les métaux précieux des eaux usées industrielles, a acquis
une crédibilité importante au cours de ces derniéres années, en raison de la performance
parfaite et du faible colt de ces biomatériaux (Yuan et al., 2009). Les gros avantages de ces
méthodes sont les faibles colts d'exploitation, la réduction du volume de produits chimiques
et /ou de boues biologiques et le rendement élevé, méme dans le cas d'effluents tres dilués
(Kadukova & Vircikova, 2005). Outre les polluants organiques, la biotechnologie a servi
depuis toujours a 1’élimination de la pollution métallique qui est I'un des problémes
environnementaux les plus importants de nos jours. Or, parmi les différentes biotechnologies,
la biosorption peut étre considérée comme une méthode alternative qui utilise divers
matériaux naturels d'origine biologique. Les recherches sur la biosorption sont donc devenues
un champ actif pour les stratégies d'élimination des ions métalliques ou des composés
organiques. Un grand nombre de matériaux a été identifié comme biosorbants pour
I'élimination des métaux de I’environnement. Les biosorbants testés peuvent étre
essentiellement classés dans la catégorie suivante: les bactéries, les champignons, les levures,
les algues, les déchets industriels, les déchets agricoles (Wang & Chen, 2009). Ces
biosorbants possédent des propriétés de séquestration des métaux et peuvent par suite étre
utilisés pour diminuer la concentration des ions métalliques en solution du niveau ppm au
niveau ppb. Les algues sont parmi les matériaux biosorbants qui sont facilement disponibles.
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Elles sont produites en quantités abondantes dans la nature et constituent une source de
biomasse peu colteuse (Wang & Chen, 2009). Le processus de biosorption implique des
interactions entre les ions métalliques toxiques et la biomasse (Chojnacka, 2010; Chojnacka et
al., 2005). Les mécanismes de sorption a la surface de la biomasse sont conditionnés par les
interactions physico-chimiques entre le métal et les groupes fonctionnels de la paroi cellulaire
(Kadukova & Vircikova, 2005; Veglio & Beolchini, 1997; Volesky & Schiewer, 2000). De
nombreuses études ont montré que les algues et les autres micro-organismes (levures,
champignons et bactéries) sont des outils précieux pour I'¢limination des métaux lourds. Les
algues ont été largement étudiées en raison de leur omniprésence dans la nature (Wang &
Chen, 2009). Souvent, les algues ont montré une grande capacité de biosorption des métaux
parmi les différents micro-organismes utilisés dans ce domaine (Andrade et al., 2005). De
nombreuses études ont d’ailleurs été publiées au cours des derniéres années, faisant état de la
performance d’une grande variété d’algues a éliminer les métaux (Romera et al., 2006; Tuzun
et al., 2005; Zhou et al., 1998). La capacité élevée de liaison du métal chez les algues est
attribuée a la paroi cellulaire, qui joue un réle important dans la fixation des métaux. Cela est
dd a la présence de groupes fonctionnels sur cette paroi qui peuvent agir comme des sites de
liaison pour les métaux. La surface des algues est un systeme complexe, car elle se comporte
comme un ligand hétérogéne et peut étre considérée comme une macromolécule
polyfonctionnelle (Rincon et al., 2005).

Dans ce travail, la capacité des algues vertes unicellulaires pour la biosorption des
ions métalliques est évaluée dans des systemes monométalliques simples et dans des systemes
binaires a base de cuivre et de plomb. Chlamydomonas reinhardtii, une algue verte
unicellulaire, a été employée dans cette étude principalement en raison de la facilité relative
de sa culture au laboratoire, de contrdler son état métabolique, sa taille et sa surface. Les
algues vertes unicellulaires C. reinhardtii constituent un modéle relativement simple pour
lesquelles des outils d'analyse et des études génomiques sont extrémement bien développés.
Méme si elles sont au plus bas niveau trophique de la chaine alimentaire, I’étude de la
biosorption des métaux par les algues contribuera également a une meilleure connaissance
pour les niveaux trophiques supérieurs. De plus, Chlamydomonas reinhardtii a récemment
acquis une plus grande attention pour le traitement de la contamination des milieux aquatiques
par les métaux lourds (Cai et al., 1995). Le plomb et le cuivre ont été choisis en raison de leur
toxicité et leur caractere essentiel contrastés. Le plomb est généralement reconnu pour étre
toxique, le cuivre peut & la fois jouer un role dans le métabolisme cellulaire a des
concentrations faibles et peut étre toxique a des concentrations plus élevées. Ce sont deux
métaux qui ont été identifiés comme étant problématiques dans les milieux aquatiques.

MATERIELS ET METHODES
Culture des cellules algales de C. reinhardtii au laboratoire

Les algues ont été transférées par inoculation a partir d'une plaque de culture sur
gélose dans une solution tris-acétate-phosphate (TAP) diluée (4x) (I = 10 M). Les cellules
ont été cultivées & une densité de (2-3) x10° cellules.mL™ pendant une semaine en utilisant
une lumiére 12h (50mmol photons® s™)/12h régime obscurité & 20°C et 100 tr/min dans un
systéme incubateur-agitateur (Harris, 1989). Les cellules ont été ensuite diluées dans des
milieux de culture de densité cellulaire correspondante & (1-2) x10° cellules.mL™. Aprés une
semaine de plus de croissance permettant aux cellules d’atteindre la phase de croissance
logarithmique tardive 1-2x10° cellules.mL™, les cellules ont été récoltées par centrifugation
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(3000xg, 12min) dans des tubes a centrifuger de 50 mL stériles (polypropylene), puis, lavées
par une solution MES (Sigma) & 102 M et & pH 6. Tous les milieux de culture ont été
stérilisés avant de les utiliser. Toutes les manipulations de cultures d'algues ont été réalisées
sous une flamme. La croissance des cellules dans ces conditions, a été suivie en fonction du
temps par observation microscopique des cellules algales.

Préparation des solutions expérimentales

Les solutions expérimentales sont des solutions MES 102M (Sigma) contenant les
concentrations du métal seul ou des mélanges binaires de cuivre et de plomb. Les solutions
sont tamponnées a pH 6, afin de minimiser le rdle potentiel des ligands carbonates, qui sont
prévus pour devenir importants dans la gamme de pH de 6 a 8. Les solutions de métaux ont
été préparées en utilisant les nitrates de plomb et de cuivre Pb(NO3),, Cu (NO3),.3H,0
(qualité analytique) dans I'eau ultra pure. Le nitrate a été choisi en raison de sa faible tendance
a former des complexes métalliques. Les valeurs choisies pour les concentrations des métaux
sont proches de celles trouvées dans les eaux naturelles. Le pH a été ajusté en utilisant des
solutions concentrées d'acide nitrique (Suprapur, Sigma). Toute la verrerie a été trempée dans
HNO; 0,1% pendant au moins 24 heures, puis lavée 3 fois avec de I'eau distillée et 3 fois avec
de I'eau ultra pure (R>18MQcm; TOC<2 mg.L™). Toutes les solutions d'exposition ont été
stérilisées et équilibrées 1 jour avant I'utilisation.

Tests de biosorption

Apres centrifugation et lavage, les cellules d'algues ont été lyophilisées a -100°C
durant environ 2 jours. Aprés lyophilisation, les cellules d’algues inertes ont été broyées a une
taille de particule de 1 mm puis transférées aux milieux expérimentaux a une concentration
finale correspondante & une surface d’exposition de 1 ecm®>mL™ Les zones de surface
cellulaire ont été déterminées a l'aide d'un spectrophotométre UV-visible. La valeur du pH des
solutions d’expositions est maintenue constante a pH 6. En effet la valeur du pH est I'un des
facteurs environnementaux les plus importants dans les études de biosorption. La variation du
pH de la solution influence fortement non seulement la dissociation des sites de la surface de
la biomasse, mais aussi la spéciation chimique des métaux lourds en solution: I'hydrolyse, la
complexation des métaux par des ligands organiques et /ou inorganiques, les réactions
d'oxydo-réduction, la précipitation, la biodisponibilité ainsi que la biosorption des métaux
lourds (Esposito et al., 2002). Au cours du processus de biosorption, les flacons ont été agités
sur un agitateur pendant environ 6h sous une température constante de 30°C. Des échantillons
de 5mL ont été retirés du milieu d’exposition a des intervalles de temps réguliers et analysés.
Les algues dans les solutions de I'échantillon ont été éliminées par centrifugation (10000xg,
5min). La capacité de biosorption g (ions métalliques mg/g de la biomasse seche ou des
cellules mortes) a été obtenue en utilisant I'équation suivante :

g (GO "
m

ou C, et C sont respectivement les concentrations des métaux lourds dans la solution initiale
(mg.L™) et aprés biosorption. V est le volume de la phase aqueuse (L) et m est le montant de
la biomasse seche (g). Les valeurs des concentrations C et C, ont été déterminées en utilisant
une spectrophotométrie d'absorption atomique a flamme (Rayleigh-WFX210). Afin de tenir
compte de la variabilité biologique et analytique, les expériences ont été répétées, en deux
exemplaires pour deux solutions de culture des algues différentes. Les résultats
expérimentaux donnés sont des valeurs moyennes.
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RESULTATS ET DISCUSSION
Etude de la biosorption du métal par C. reinhardtii
Cas d’un métal simple

La Figure 1 montre les résultats de ’expérience menée en cinétique pour déterminer
le temps d’équilibre de la biosorption des ions Pb (II) et Cu (II) par la biomasse de C.
reinhardtii. Pour les deux ions Cu (lII) et Pb (1), la biosorption est tres rapide au début et
ensuite des valeurs de plateau ont été progressivement obtenues aprés un certain temps
d’équilibre. Des résultats comparables ont été observés dans la littérature (Tlzin et al., 2005).
La biosorption des ions métalliques par les micro-organismes se produit en deux étapes: une
absorption initiale rapide a la surface sur les sites d’adsorption de la paroi cellulaire et une
absorption ultérieure lente. Initialement, la biosorption rapide du Cu et du Pb est due a
I'adsorption du métal a la surface de la biomasse sur les composants de la paroi cellulaire et
une grande surface de biosorbant est disponible. 1l existe plusieurs groupes fonctionnels qui
agissent comme sites actifs de liaison pour les ions Cu (1) et Pb (II). Les surfaces des cellules
de micro-organismes consistent en plusieurs polysaccharides, protéines et des lipides, et ainsi
offrent plusieurs groupes fonctionnels capables de se lier a des ions de métaux lourds (Crist et
al., 1981; Yan & Viraraghavan, 2003). Avec l'occupation progressive des sites de surface de
liaison, le processus de biosorption a été ralenti en raison de la disponibilité réduite des sites
de fixation, d'ou le systeme atteint un plateau (état d'équilibre). D’autre part, les résultats
obtenus montrent que la biomasse des algues C. reinhardtii a une plus grande capacité de
biosorption et une plus grande affinité pour les ions Pb (II) que pour les ions Cu (I). A un
temps de contact de 65min, la capacité de biosorption des cellules pour les ions Pb (I1) (0,286
mg/g) est 2 fois plus élevée que celle obtenue pour les ions Cu (1) (0,109 mg/g) (Fig. 1). Cela
pourrait &tre attribué a la différence entre le rayon ionique de Pb?* (1,21 A) et Cu®* (0,69 A).
Le rayon ionique de Pb (II) est supérieur a celui du Cu (1) et donc une plus forte affinité
physique pour Pb (1) est prévue au niveau des sites d'adsorption sur les cellules (Yan &
Viraraghavan, 2003).
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Figure 1. Capacités de biosorption de la biomasse algale C. reihardtii pour les ions
métalliques Cu (I1) et Pb (I1) en fonction du temps.

Des résultats similaires ont été rapportés dans la littérature selon laquelle Pb (l1) a
été préférentiellement adsorbé par rapport a d'autres ions métalliques (Ferraz & Teixeira,
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1999; Tuzun et al., 2005). D’autre part, Ferraz et Teixeira (1999) ont montré que les especes
de champignons unicellulaires, S. cerevisiae, avaient une plus grande affinité pour I’ion Pb
(1), et une plus grande capacité de biosorption de Pb (II) par rapport a d'autres ions
métalliques. Nakajima et Sakaguchi (1986) ont rapporté que les ions Pb (11), Cu (1) et Hg (I1)
ont été plus facilement biosorbés par les actinomycetes que les ions Zn (1), Ni (11) et Cd (I1).
Outre les propriétés structurales de la biomasse, qui jouent un réle important dans le
processus de biosorption, il y a plusieurs paramétres déterminant le taux de biosorption, tels
que le montant de la biomasse, le pH, la température et la nature du milieu d’exposition, la
concentration initiale des ions métalliques et I'existence d'autres ions compétiteurs dans le
milieu expérimental.

Cas d’un mélange binaire Cu-Phb
Influence du Cu sur la biosorption du Pb

La Figure 2 montre I’effet du cuivre sur la biosorption de plomb par la biomasse
algale. La concentration de Pb est maintenue constante (5x107M) en présence de différentes
concentrations du métal compétiteur Cu (107, 5x107 et 10°M). Les résultats obtenus
montrent que la capacité de biosorption de plomb par les algues C. reinhardtii n’est pas
affectée par la présence de cuivre (Fig. 2).
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Figure 2. Influence du Cu sur la biosorption du Pb par la biomasse algale C. reinhardtii.

Ces résultats montrent que les ions Cu (I1) et Pb (I1) ne sont pas en concurrence
pour les mémes sites d’adsorption a la surface des cellules algales. D’aprés la littérature, les
groupes carboxyles et hydroxyles peuvent se combiner de préférence avec les ions Pb (l1),
tandis que les groupes aminés sont impliqués majoritairement dans la biosorption du cuivre
(Ashkenazy et al., 1997 ; Liping et al., 2007). La concurrence entre plusieurs métaux a été
rapportée dans la littérature pour un grand nombre de biosorbants. Puranik et Paknikar (1999)
ont étudié l'influence du cadmium, du cuivre, du cobalt et du nickel sur la biosorption de
plomb et de zinc par les espéces Streptoverticillium cinnamoneum et Penicillium
chrysogenum comme biomasses. L'effet compétitif de la présence des co-cations sur la
biosorption du plomb a été moins prononcé que sur la biosorption du zinc. Figueira et al.
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(1997) ont étudié la biosorption de Cd et de Fe par la biomasse Sargassum. Ils ont montré que
la présence de fer réduit I'absorption de cadmium a 75% de la valeur d'origine. De méme,
I’absorption de fer est trés fortement affectée par la présence de cadmium. Mohapatra et
Gupta (2005) ont rapporté la compétition entre les ions zinc (1), cuivre (I1) et cobalt (I1) lors
de la biosorption par les especes des cyanobactéries (Oscillatoria augustissima). Le cuivre
réduit a la fois la biosorption du zinc et de cobalt. Un effet compétitif antagoniste est observé
pour le systéme binaire (Zn-Co). En revanche la biosorption de cuivre est restée presque
inchangée en présence de différentes concentrations de Co et de Zn.

Influence du Pb sur la biosorption du Cu

La capacité de biosorption de Cu par la biomasse algale en présence de différentes
concentrations de Pb (107, 5x107 et 10°M) est représentée par la Figure 3. De méme,
quelque soit la concentration de plomb dans le milieu de biosorption, aucun mécanisme de
compétition avec les ions Cu (II) n’a été identifié¢ (Fig. 3). Ces résultats confirment que
plusieurs groupes fonctionnels sur la paroi cellulaire des algues participent a la biosorption et
que la biosorption des ions métalliques Cu (I1) et Pb (I1) se produit sur des sites différents.
Ces résultats ne sont pas en corrélation avec les résultats trouvés dans la littérature. En effet,
Tuzun et al. (2005), ont étudié la capacité de biosorption de la biomasse algale C. reinhardtii
dans des systémes métalliques mixtes contenant du Pb (1), Cd (I1) et Hg. Ils ont montré que
dans les systemes binaires, la présence d’un co-cation réduit la biosorption de métal par
rapport aux systemes métalliques simples, indiquant I'existence d'une liaison compétitive sur
les sites d’adsorption a la surface des cellules algales. De méme, dans les systemes multi-
métaux, la capacité de biosorption de C. reinhardtii pour les ions Pb (11), Cd (1) et Hg (II) a
été plus faible que dans le systtme métallique simple, indiquant que les interactions
complexes entre plusieurs facteurs tels que la charge ionique et le rayon ionique du métal
peuvent affecter la biosorption des ions métalliques sur la biomasse algale (Li et al., 2004 ;
Yan & Viraraghavan, 2003). D'autre part, Tzesos et al. (1996) ont relié les interactions entre
les métaux a leur classification selon la théorie de Pearson. Il a été observé que les éléments
intermédiaires sont affectés par la présence d'éléments de la classe dure ou de la classe douce
alors que les éléments appartenant soit a la classe dure ou a la classe douce présentent des
effets de concurrence entre les membres de leur classe.
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Figure 3. Influence de Pb sur la biosorption du Cu par les algues vertes C. reinhardtii.
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CONCLUSION

Dans les conditions étudiées, la biomasse non viable des espéces d’algues C.
reinhardtii a montré une efficacité dans la biosorption des ions métalliques Cu (lI) et Pb (I1).
De plus, les cellules mortes possedent une plus grande affinité pour Pb (1) par rapport a Cu
(I1). Aucun effet compétitif n’a été observé pour la biosorption de cuivre et de plomb par les
cellules d’algues inertes en mélanges binaires. Ces résultats indiquent que les sites
d’adsorption de cuivre et de plomb a la surface de la biomasse algale sont indépendants. Les
conditions expérimentales telles que le pH, la méthode utilisée pour préparer la biomasse, la
concentration initiale des ions métalliques et la concentration de la biomasse semblent avoir
une grande influence sur le processus de biosorption. L'optimisation de ces conditions
pourrait augmenter l'affinité des cellules algales pour ces métaux. Cependant, les études
réalisées dans ce travail ne se rapportent pas directement & des eaux usées réelles composées
d'un mélange de métaux et des ligands organiques et inorganiques. C’est pourquoi, afin de
trouver les conditions optimales pour la meilleure capacité de piégeage des métaux par les
especes algales C. reinhardtii, il serait nécessaire d'effectuer d'autres études dans des systemes
multi-métalliques et dans des milieux naturels et de tester plusieurs types des eaux usées.

Bien que des études supplémentaires soient nécessaires, ces résultats sont trées
prometteurs en tant que point de départ pour une application potentielle de ces
microorganismes comme biosorbants des métaux lourds pour le biotraitement des milieux
aquatiques.
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