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 الملخص

 عن طرٌق إنزٌم البٌروكسٌداز المستخلص من نبات اللفت ، بالطرٌقة الأنزٌمٌة للصبغة ثنائً الأزو، أحمر الكونغواللونإزالة 

البٌروكسٌداز المستخلص من اللفت والمنقى جزئٌا ثبت فً جسٌمات كروٌة من . بشكلٌه الحر والمثبت قد درست" براسٌكا رابا"

أعطت التجارب المحققة لمختلف الشروط فً وسط مغلق الظروف و. ألجٌنات الكالسٌوم وجرب لإزالة لون المحلول أحمر الكونغو

م °40 و2.0للإنزٌم المثبت نفس درجة الحموضة والحرارة مع الإنزٌم الحر فً .  لون عالٌٌنإزالةالمثلى من اجل مردود وسرعة 

لتر /مول  0.05لترمن تركٌز الصبغة، /ملغ 50  هًوكانت الظروف المثلى لإزالة اللون القصوى باستخدام الإنزٌم الحر .على التوالً

فً حٌن، أعطت الجٌنات الكالسٌوم  . دقائق10الإنزٌمً فً غضون  ملل من النشاط/ وحدة إنزٌمٌة0.45من بٌروكسٌد الهٌدروجٌن، و

 .لتر/مول 0.01 لتر وضعٌف من بٌروكسٌد الهٌدروجٌن/ ملغ180المثبتة للبٌروكسٌداز إزالة قصوى للون فً تركٌز عال من الصبغة 

تمت إزالة أكثر  .تأثٌر بعض المركبات الكٌماوٌة على إزالة الأحمر الكونغو بواسطة بٌروكسٌداز اللفت المنقى جزئٌا كذلك قد درست

٪ من احمر الكونغو بواسطة إنزٌم البٌروكسٌداز الحر والمثبت على التوالً بعد ساعة من التفاعل فً وسط مغلق تحت 94٪ و97من 

  .الظروف المثلى

نزٌم الحر والمثبت، واستعملت لتصمٌم مفاعل الإ الحٌوٌة لنشاط البٌروكسٌداز فً أوساط تجاربٌة مغلقة بواسطة ثوابتتم تحدٌد ال

فً هذه الدراسة، .لمعالجة بطرٌقة مستمرة محلول أحمر الكونغولوٌحتوي على البٌروكسٌداز المثبت  " الدعامة الثابتة" ذو نوع حٌوي

 سم، والذي أعطى 40 سم وارتفاع 3.5الأول ٌبلغ قطره . تم تشغٌل مفاعلٌن بالدعامة الثابتة ذات أبعاد مختلفة ولكن لهما نفس الحجم

 ي ٌوما من تشغٌله المستمر ف12ل، بعد / ملغ100ساعة، تركٌز صبغة /ملل100من اجل تدفق  96% أكثر من إزالة لون تقرٌبا كاملة

 نفس فً ٪ من إزالة الأحمر الكونغو87 أعطى سم، كان اقل فعالٌة و20 سم وارتفاع 5القطر  ذو حٌن المفاعل الحٌوي الثانً

 .الظروف

وأظهر تحلٌل النواتج المتحصل علٌها من المعالجة الأنزٌمٌة بواسطة الأشعة الفوق البنفسجٌة والمرئٌة وأطٌاف الأشعة تحت الحمراء 

وكشف فحص دراسات التسمم والتسمم النباتً أن طبٌعة  .انعدام المركبات المتبقٌة فً المحلول المائً وراسب ذو طبٌعة بولٌمٌرٌة

  . مع الصبغ الأصلًةالنواتج غٌر ضارة بالمقارن

 .تسمم, الثابتة بالدعامة مفاعل, تثبٌت, بروكسٌداز,  اللون إزالة, دودمر, آزو : المفتاحيةالكلمات 
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Résumé 

La décoloration enzymatique d‘un colorant diazoïque, le rouge Congo (RC), par la peroxydase extraite 

à partir de navet "Brassica rapa" sous forme libre et immobilisée a été étudiée. La peroxydase du 

navet partiellement purifié a été immobilisée par inclusion dans les billes d'alginate de calcium et 

utilisée pour la décoloration d‘une solution aqueuse de RC. Des essais expérimentaux en mode batch 

menés sous différentes conditions ont permis la détermination des conditions optimales sous lesquelles 

le rendement et la vitesse de dégradation sont les plus élevées. Pour les deux formes d‘enzyme, libre et 

immobilisée, le pH et la température optimale étaient respectivement 2 et 40°C. Par ailleurs, dans le 

cas de l‘enzyme libre, l‘efficacité maximale a été obtenue à des concentrations en colorant RC de 50 

mg/L, à 0.05 M en peroxyde d‘hydrogène  et en activité enzymatique (0.45 UI/mL) pour une durée de 

contact de 10 min. Cependant, dans le cas de la peroxydase immobilisée par inclusion dans l‘alginate 

de calcium l‘efficacité maximale a été enregistrée pour une concentration élevé en RC de 180mg/L et à 

une concentration plus faible de peroxyde d'hydrogène de 0.01 M. L'effet de certains produits 

chimiques sur le traitement du RC par la peroxydase partiellement purifiée a été également étudié. Plus 

de 97% et 94% de RC a été respectivement éliminé par la peroxydase libre et immobilisée après 1 h de 

traitement dans un procédé discontinu sous les conditions optimales de dégradation.  

Les modèles cinétiques établis sur la base des résultats obtenus, ont été utilisés pour le calcul de 

bioréacteur de laboratoire, de type « lit fixe » contenant la peroxydase immobilisée pour le traitement 

en continu d‘une solution aqueuse de RC.  Dans cette étude, deux bioréacteurs de volumes égaux ont 

été réalisés avec des dimensions différentes. Le premier avec un diamètre de 3,5 cm et une hauteur de 

40 cm a donné une efficacité d‘élimination de plus de 96% pour un débit d‘alimentation de 100 mL/h 

et pour une concentration du colorant de 100mg/L pendant une durée de fonctionnement continue de 

12 jours. Le deuxième bioréacteur ayant des dimensions de 5cm de diamètre et 20 cm de hauteur était 

moins performant sous les mêmes conditions avec un rendement d‘élimination de 87% du RC. 

L'analyse des sous-produits issue du traitement enzymatique par UV-Vis et spectroscopie IR montre 

l‘absence des composés résiduels dans le surnageant et un précipité de nature polymérique. Les études 

de toxicité et de phytotoxicité ont révélé que les produits obtenus après la décoloration présentent 

moins de toxicité par rapport au colorant RC.   

Mots clés : Azoïque, rendement, décoloration, peroxydase, immobilisation, réacteur à lit fixe, toxicité.  
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Abstract: 

Enzymatic discoloration of the diazo dye, Congo red (CR), by free and immobilized plant peroxidase 

from turnip ―Brassica rapa‖ is investigated. Partially purified turnip peroxidase (TP) was immobilized 

by entrapment in spherical particles of calcium alginate and was assayed for the discoloration of 

aqueous CR solution. Experimental tests of different parameters which were carried out in batch 

process allowed the determination of optimal conditions under which the highest yield and rate of 

degradation were obtained. The immobilized enzyme had the same optimal pH and temperature as the 

soluble enzyme which were at pH 2.0 and 40 °C. The optimal conditions for maximum efficiency 

using free peroxidase were at 50 mg/l CR dye, 0.05 M hydrogen peroxide, and TP activity of 

0.45UI/ml within 10 min of incubation time. Whereas, the alginate entrapped turnip peroxidase gave 

the maximal color removal at high dye concentration of 180 mg/L and low hydrogen peroxide 

concentration of 0.01 M.  The effect of some chemical products on the treatment of CR by partially 

turnip peroxidase was also studied.  More than 97% and 94% of CR was removed by free and 

immobilized TP respectively after 1 h of incubation in a batch process under optimal conditions.  

Kinetic parameters were also obtained for the peroxidase activity and were used for a fixed bed 

bioreactor design containing the entrapped peroxidase in calcium-alginate beads. In this study, two 

bioreactors were operated with different dimensions but at same volume. The first with a diameter of 

3.5 cm and 40 cm height, retained more than 96% Congo red removal efficiency when working at a 

flow rate of 100 mL/h, a concentration dye of 100 mg/L under continuous operating during 12 days. 

The second bioreactor with 5 cm diameter and 20 cm height was less performant. The elimination 

yield was estimated to 87% under the same conditions.  

Analysis of the by-products of the enzymatic treatment by UV-Vis and Infrared spectroscopy showed 

no residual compounds in the aqueous phase and a precipitate of polymeric nature. Toxicity and 

phytotoxicity studies revealed lesser toxicity of treated solutions when compared to original dye.  

 

Key Words: Azo, yield, discoloration, peroxidase, immobilization; fixed bed reactor, toxicity 
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Nous vivons dans un monde où tout est coloré, nos vêtements, nos aliments, nos produits 

cosmétiques, pharmaceutiques, etc. Le secteur des colorants constitue une véritable industrie qui est 

impliquée dans un grand éventail de domaines : industrie textile, imprimerie, industrie 

pharmaceutique, cosmétique et agro-alimentaire. Ces colorants sont pour la plupart synthétiques et 

représentent aujourd'hui un large groupe de composés chimiques. La production mondiale de ces 

colorants de synthèse est évaluée à 800 000 t.an‑1
. Une partie de ces colorants, approximativement 

140000 t.an‑1
, sont rejetées lors des étapes de fabrication et coloration des tissus. Parmi les nombreuses 

familles de colorants synthétiques, les colorants azoïques sont les plus largement utilisés (60 à 70 %) 

[1]. Ces colorants constituent un groupe de composés caractérisés par une ou plusieurs liaisons 

azoïques (R1‑N=N‑R2) en association avec un ou plusieurs groupements aromatiques, ce qui les rend 

très stables et relativement peu biodégradables [2]. Beaucoup d‘études ont montré, d‘autre part, des 

effets toxiques et/ou carcinogènes générés par les colorants azoïques, ce qui contraint à traiter les 

effluents contenant ces colorants avant de les rejeter dans le milieu naturel [3]. 

Comme les normes internationales de protection de l‘environnement deviennent de plus en plus 

strictes, la décoloration des effluents colorés a reçu ces dernières années une attention croissante. Les 

colorants peuvent être éliminés avec une efficacité plus ou moins importante par des procédés 

physiques de traitement tel que l‘adsorption sur charbon actif, la filtration, la floculation par des agents 

chimiques etc. Ces procédés sont cependant non-destructifs. Ils se limitent, dans la plupart des cas, à 

un transfert des polluants au lieu d‘un traitement radical [4]. Pour sa part, le traitement biologique, 

dans des bioréacteurs ou par les procédés à boues activées, n'a pas prouvé son efficacité et sa 

concurrence avec les procédés physico-chimiques. La dégradation biologique est limitée par 

l'adaptation préalable des microorganismes ainsi que l'inhibition par excès de substrat ou par le produit 

de dégradation. La génération de sous-produits de biodégradation pouvant à leur tour être toxiques et 

la durée relativement longue du traitement sont d'autres causes qui pourraient limiter les avantages 

connus du procédé biologique [5]. La capacité de dégradation de ces microorganismes est due à la 

présence de certaines enzymes constitutives appartenant à la famille des oxydoréductases telles que la 

peroxydase. Ce type d'enzymes peuvent être excrétées par certaines espèces de microorganismes et 

peuvent aussi facilement être extraites d'organismes supérieurs tel que les plantes ou les graines 

végétales [6].  

L'utilisation directe de ces enzymes pour la transformation des colorants azoïques en polymères 

peu solubles dans l'eau, facilite l'élimination de ces derniers par filtration ou par précipitation.  Les 

procédés enzymatiques courants sont intéressants du point de vue : simplicité de mécanisme d'action, 

régénérabilité du biocatalyseur, rapidité de transformation, réduction de volume réactionnel, flexibilité 



Introduction générale 

      

2 
 

de fonctionnement et facilité de contrôle des conditions opératoires. La détection de la nature des 

produits de la réaction ainsi que leur séparation sont en général faciles à réaliser [7]. La peroxydase a 

été l'enzyme la plus étudiée, vu son abondance dans le monde bactérien et végétal. En présence de 

peroxyde d‘hydrogène comme co-substrat, le colorant sera polymérisé et précipité en quelques minutes 

sous des conditions modérés de pH et de température. Cette enzyme présente aussi certains avantages 

tels que: la non spécificité pour une large gamme de substrats aromatiques, sa stabilité dans les 

conditions physico-chimiques diverses (température et le pH), simplicité de mécanisme d'action. La 

simplicité de la méthode de séparation et de purification de la peroxydase rend son coût peu onéreux et 

son utilisation attractive pour la décoloration des effluents à l‘échelle industrielle [8].  

Les enzymes ont paru dès le début comme un mode privilégié d‘utilisation de la biocatalyse. Ces 

biocatalyseurs peuvent présenter cependant quelques inconvénients parmi lesquels leur manque de 

stabilité et leur coût qui ont pu paraître rédhibitoires pour certaines applications. A ces inconvénients 

ont répondu les techniques d‘immobilisation contribuant à la stabilisation des enzymes dans leurs 

conditions d‘utilisation, à leur récupération éventuelle pour réutilisation et à la possibilité de 

développer des réacteurs fonctionnant en continu. Ce qui a ouvert la voie à l‘exploitation industrielle 

[9]. D‘autres avantages majeurs de ces techniques sont d‘augmenter, de façon souvent considérable, la 

productivité des bioréacteurs et la pureté des produits. Plusieurs procédés en continu avec des enzymes 

immobilisées peuvent être réalisés dans différents types de bioréacteurs. Parmi ceux-ci, les réacteurs à 

lit fixe ont plusieurs avantages par rapport aux autres et représentent un intérêt considérable dans le 

traitement des eaux usées [10]. 

Dans ce contexte, la conception et la réalisation d‘un bioréacteur à peroxydase immobilisée pour 

le traitement d‘une solution contaminée par un colorant azoïque a fait l‘objectif de la présente étude. 

Le choix du type (configuration) du bioréacteur, son dimensionnement et son mode de conduite 

reposent sur le mécanisme et sur la cinétique de la réaction enzymatique (biosynthèse ou 

biodégradation). Par ailleurs, ce choix dépend aussi des spécificités du domaine d‘application du 

bioprocédé. Deux objectifs principaux sont ciblés dans le développement de nouveaux systèmes, un 

objectif de qualité et un objectif de coût, avec une préoccupation générale de souplesse de procédé et 

de durabilité. Le réacteur tubulaire à lit fixe étant la configuration la plus répandue dans le traitement 

des effluents, vu la facilité de sa conception et de sa mise en œuvre nécessitant peu de contrôle et sa 

stabilité de fonctionnement [11]. 

L‘objectif de notre travail a donc été de concevoir et dimensionner un réacteur de laboratoire 

permettant la dégradation continue d‘un colorant azoïque appelé rouge Congo (RC) en utilisant 
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l‘enzyme peroxydase extraite et purifiée à partir du navet blanc "Brassica rapa" puis immobilisée dans 

un support naturel alginate de calcium. Ce travail est structuré en six chapitres :  

 Le premier chapitre est consacré à une étude bibliographique sur les colorants et en particulier 

les colorants azoïques : leur définition, leur classification, leurs propriétés chimiques, leurs 

toxicités et leurs impacts environnementaux. Puis on expose à travers une synthèse 

bibliographique, une présentation de la problématique liée à la présence des colorants dans les 

rejets industriels et les risques potentiels associés à ces produits, ainsi que les principales 

méthodes de traitement.   

 Nous présentons, dans le deuxième chapitre, une synthèse bibliographique des travaux 

antérieurs sur la biodégradation des différents colorants azoïques utilisés surtout dans 

l‘industrie textile par la peroxydase. Au cours de cette présentation, nous effectuerons une 

synthèse générale sur la possibilité du traitement de ces colorants dans différents types de 

bioréacteurs par la peroxydase. Puis nous détaillerons plus particulièrement les résultats de la 

littérature concernant l‘intérêt d‘utilisation des bioréacteurs à lit fixe dans la décoloration. 

 La partie expérimentale est initiée dans le troisième chapitre par la séparation, la purification et 

la caractérisation de l‘enzyme peroxydase à partir du navet blanc "Brassica rapa". 

 L‘étude de la dégradation d‘un colorant azoïque modèle, le rouge Congo (RC) par la 

peroxydase de navet est entamée dans le quatrième chapitre. Une étude approfondie sur la 

cinétique enzymatique réelle (enzyme libre) et apparente (enzyme immobilisée) est menée afin 

de déterminer les paramètres cinétiques et diffusionnels de la réaction d'oxydation du colorant 

azoïque. Par la suite les conditions opératoires optimales sont déterminées. Ces données et ces 

modèles cinétiques seront utilisés pour la conception d‘un bioréacteur enzymatique à lit fixe, 

garni de peroxydase immobilisée dans l‘alginate de calcium, dont le fonctionnement est basé 

sur l‘hypothèse de l‘écoulement piston. 

 Dans le cinquième chapitre, l‘effet de différents paramètres expérimentaux (rapport 

hauteur/diamètre, débit d‘écoulement, concentration de substrat dans l‘alimentation et la 

stabilité de la conduite du bioréacteur) sur le rendement d‘élimination du colorant sera étudié 

dans le but de déterminer les conditions de fonctionnement optimales permettant d‘atteindre la 

meilleure efficacité et la durabilité optimale. 

 Quant au sixième et dernier chapitre, il sera consacré à la caractérisation et l‘identification des 

produits obtenus suite à la transformation enzymatique par différents méthodes. 

Enfin nous avons terminé le manuscrit par une conclusion générale synthétisant les principaux 

résultats de cette étude, ainsi que les perspectives ouvertes par ce travail. 
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Introduction   

Mieux produire et moins polluer sont les défis auxquels sont confrontés les industriels de tout 

secteur. Les contraintes sous forme législatives et normatives sont de plus en plus drastiques. Toute 

activité industrielle engendre des rejets polluants indésirables et le traitement des effluents est 

progressivement devenu une priorité pour de nombreuses industries.  L‘industrie textile est l‘une des 

cibles favorites des mouvements écologistes qui lui rapprochent d‘être particulièrement dangereuse 

pour l‘environnement aquatique par ses effluents chargés en colorants. Les colorants azoïques 

constituent l‘une des plus grandes classes des colorants textiles, dont les effets de leur toxicité, sont 

généralement cancérigènes pour l‘environnement et par conséquent sur les êtres vivants [12].   

Il existe un certain nombre de techniques de dépollution des eaux polluées colorés produites par 

les filières industrielles. Parmi celles-ci, figurent l‘oxydation chimique, l‘adsorption sur charbon actif, 

la séparation par membrane, les technologies photocatalytiques ainsi que le traitement biologique par 

boues activées. Cependant, ces procédés ont un coût de plus en plus élevé [13]. Il y a donc un intérêt 

croissant à développer des méthodes efficaces et peu onéreuses de traitement et de dépollution. De 

nombreux travaux scientifiques transdisciplinaires ont été conduits depuis une trentaine d‘années et 

publiés dans la littérature.  

Ce constat nous a amenés à orienter ce chapitre sur les colorants et plus particulièrement sur les 

colorants azoïques en précisant leur structure, leur classification et leurs propriétés chimiques. 

L‘impact des rejets industriels chargés par les colorants sur l‘environnement sera alors évoqué puis les 

différentes méthodes physico-chimiques et biologiques seront abordées. Nous prendrons soin 

d'évoquer à la fois leurs avantages et leurs inconvénients vis-à-vis du traitement des colorants.  Enfin, 

quelques précisions seront apportées quant aux méthodes enzymatiques actuellement étudiées pour 

répondre aux réglementations internationales dans le but de traiter ces effluents. 
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I.1.  LES COLORANTS 

I.1.1.  Définition des colorants 

Les matières colorantes se caractérisent par leur capacité à absorber les rayonnements lumineux 

dans le spectre visible (de 400 à 700 nm). Tous les composés répondant à cette définition se 

différencient par leur structure chimique, organique ou inorganique, ou par leur origine, naturelle ou 

synthétique.  Cependant, la distinction faite entre les colorants et les pigments est bien plus importante 

puisqu'elle tient compte de l'interaction entre la matière colorante et le substrat. Les pigments ont la 

particularité d'être insolubles dans le milieu où ils sont appliqués, ce qui nécessite de faire appel à des 

produits auxiliaires, comme certains polymères dans la peinture, pour assurer la cohésion avec le 

support [14].  

Auparavant, les colorants sont d‘origine naturelle, animale (murex, kermès et cochenille) ou 

végétale (garance, gaude, indigo, lichens, bois de campêche) obtenues par des procédés simples 

comme le chauffage ou le broyage [15]. La mauvéine fut le premier colorant mauve synthétisé par 

hasard à partir de l‘aniline par William Perkin (1838-1907) à Londres en 1856. De nombreux autres 

colorants synthétiques seront découverts dans les années suivantes. Des industries prospères et 

dynamiques seront spécialisées dans les colorants synthétiques vont alors naître. Il existe seulement 

une dizaine de colorants naturels, alors que l‘on compte des milliers de colorants synthétiques. Si l'on 

compare les colorants naturels et synthétiques, les premiers sont moins nombreux, présentent des 

difficultés de manipulation et des problèmes de stabilité, ce qui conduit à ce qu'aujourd'hui les 

colorants de synthèse soient majoritairement utilisés [16]. Les colorants synthétiques sont de plus en 

plus utilisés en industrie de coloration et de textile, grâce à leur synthèse assez facile, de leurs 

productions rapides et de la variété de leurs couleurs comparées aux colorants naturels [17]. 

I.1.2.  Structure des colorants 

En 1876, C'est le chimiste allemand Witt qui a introduit la théorie du pouvoir colorant. Witt en a 

déduit que toute molécule colorée renferme des groupes d'atomes insaturés, c'est à dire qu'ils possèdent 

une ou plusieurs doubles liaisons. Ces groupes d'atomes responsables de la couleur des colorants sont 

appelés groupes chromophores. Les molécules ne possédant que des groupes chromophores sont 

appelés des chromogènes, qu‘ils sont de structure aromatique. En plus de contenir ce système 

chromophore, les matières colorantes azoïques peuvent également posséder des groupes fonctionnels 

connus sous le nom d'auxochromes (c-à-d réhausseurs de couleur), tels que l'acide carboxylique, 

l'acide sulfonique, les groupes amines et les groupes hydroxyles (Tableau I-1) [18].  
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Les auxochromes ne produisent pas de couleur, mais ils peuvent modifier l'intensité et la longueur 

d'onde de la lumière absorbée et peuvent également être utilisés pour influencer la solubilité. Par 

conséquent, la présence de ces substituants influe sur les propriétés physiques et chimiques et sur les 

caractéristiques de performance de la matière colorante. La position du chromophore et auxochrome a 

également un effet. En général, la longueur d'onde d'absorption de la position méta (M) est plus courte 

que la longueur d'onde de la position para (P) et ortho (O), cela est due aux phénomènes de résonances 

[19]. 

Tableau  I-1:Principaux groupes chromophores et auxochromes, classés par intensité croissante [20] 

Groupes chromophores Groupes auxochromes 

Azo (-N=N-) Amino (-NH2) 

Nitroso (-N=O ou -N-OH) Méthylamino (-NHCH3) 

Carbonyl (=C=O) Diméthylamino (-N(CH3)2) 

Vinyl (-C=C-) Hydroxyl (-OH) 

Nitro (-NO2 ou NO-OH) Alkoxyl (-OR) 

Sulfure (>C=S) Groupes donneurs d‘électrons 

I.1.3.  Classification des colorants 

Depuis la découverte de la « mauvéine » par Perkin en 1856 et de la « fuchsine » par Verguin en 

1858, de très nombreux colorants ont été élaborés. On en dénombre aujourd‘hui plus de 10000 en 

production industrielle et il a été nécessaire d‘avoir un système de classification. Celui-ci constitue 

l‘index des couleurs (en anglais Colour Index noté C.I.) qui répertorie la majorité des colorants mis sur 

le marché [17]. Dans ce système, chaque colorant est classé selon son nom générique de « Colour 

Index » (C.I.) qui décrit ses caractéristiques essentielles telles que : formule chimique, couleur et 

nuance, résistance à la lumière, aux solvants, à la chaleur, à différents agents chimiques ainsi qu‘une 

description des principaux domaines d‘utilisations. Chaque colorant dans le Colour Index, porte un 

numéro de référence constitué par : le code C.I., le nom générique de la classe d‘application, la couleur 

(écrite complètement ou désignée par les initiales), et le numéro d‘ordre chronologique d‘inscription 

au Colour Index (exemple : C.I. Disperse Blue 106) [21].   

Une classification rationnelle des matières colorantes organiques présente de grandes difficultés. 

Certains auteurs regroupent ces colorants d‘après leur constitution chimique, en tenant compte de la 

nature des chromophores qui les composent d‘autres les regroupent d‘après les diversités des 

technologies d‘application. Au sein d‘une même famille chimique, on trouve regroupés des colorants 

ayant différents champs d‘application et, en parallèle, pour un domaine d'application, différentes 

familles chimiques peuvent être utilisées [21]. 

 

http://www.universalis.fr/encyclopedie/E950311/COLORANTS.htm#06000000)}
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Tableau  I-2 : Structures de base de différentes classes chimiques des colorants [22,23]. 

Colorant  Caractéristiques  Chromophore  

Azoïque Présence d‘un groupement azoïque (-N=N-). 

Cette classe présente la catégorie la plus 

répandue sur le plan d‘application.  

 

Anthraquinonique Les plus importants après les colorants 

azoïques où le chromophore est un noyau 

quinonique sur lequel peuvent s'attacher des 

groupes hydroxyles ou amino. 

 

 

Indigoïde  Tirent leur appellation de l’indigo dont ils 

dérivent. Leur principe actif est l'indole 

(composé bicyclique). Ils ont trouvés dans 

certains escargots de mer et la plante indigo  

 

Xanthène Sont dotés d'une intense fluorescence et peu 

utilisés en tant que teinture. Leur usage est 

bien établi comme traceurs d'écoulement pour 

des rivières souterraines, des flux de rejets, 

etc. 
 

Triphénylméthane 

Diphénylméthane,   

Constituent la plus ancienne classe de 

colorants synthétiques. Ils permettent de 

couvrir la totalité de la gamme de nuances. 

Leur coloration intense provient du large 

système conjugué de l‘ion cationique. 

 

Phtalocyanines Ont une structure complexe possédant un 

atome métallique central et quatre 

groupements phtalimides. Ils ont retrouvés 

dans les couleurs bleu turquoise et vert vif. 

 

Nitrés et nitrosés  Les nitrés sont synthétisés par action de l'acide 

nitrique HNO3sur les phénols et les nitrosés 

par l'action de l'acide nitreux HNO2 

 

 

http://www.universalis.fr/encyclopedie/E950311/COLORANTS.htm#06010500
http://www.universalis.fr/encyclopedie/E950311/COLORANTS.htm#06010700
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Dans la classification chimique, les colorants sont répartis en différentes familles selon la nature 

chimique des chromophores présents, pour cette raison cette classification chimique présente un intérêt 

pour le fabricant de matières colorantes [24]. Le tableau I-2 représente les principales classes 

chimiques des colorants.  Les colorants azoïques faisant l'objet de cette étude seront traités plus en 

détail dans la section I.2. 

I.2.  LES COLORANTS AZOÏQUES 

I.2.1.  Définition et utilisation 

Les colorants azoïques sont des composés organiques caractérisés par le groupe fonctionnel azo 

(N=N) unissant deux radicaux alkyle ou aryle identiques ou non (azoïques symétriques et 

dissymétriques).  Les matières colorantes azoïques produisent de la couleur, car elles reflètent, 

transmettent ou diffusent de façon sélective la lumière dans la partie visible du spectre (c.-à-d., de 400 

à 750 nm), contiennent un ou plusieurs groupes chromophores (c.-à-d., liaisons azoïques), ont un 

système conjugué d'électrons et affichent une certaine stabilité en raison de la résonance des électrons 

[25]. 

L‘aspect esthétique des produits affecte, dans une certaine mesure, leur succès commercial. 

L‘industrie des colorants constitue un marché économique considérable car de nombreux produits 

industriels peuvent être colorés, principalement dans : l‘industrie textile, agroalimentaire 

pharmaceutique, cosmétiques, papeterie, l‘industrie du bâtiment et dans divers industries. Par rapport 

aux autres colorants, les colorants azoïques représente la majorité des colorants commerciaux grâce 

aux propriétés suivantes [24] : 

 La fonction azo permet de créer de très nombreuses molécules avec des processus assez simple 

et par conséquent la diversité des coloris  

 Leur facilité d‘application sur les fibres et leur prix modique 

 Leur coefficients d'extinction molaire élevés ce qui donnent des couleurs vives et de haute 

intensité 

I.2.2.  Préparation des colorants azoïques 

La majorité des composés azoïques sont obtenus à partir des deux réactions successives: 

 Réaction de diazotation : Elle a pour but d'obtenir des sels de diazoniumin stables à partir des 

amines aromatiques primaires. Pratiquement chaque amine aromatique primaire est un élément 

potentiel dans la constitution des colorants azoïques. Quelques amines hétérocycliques 

techniquement importantes utilisées dans leur préparation sont présentés dans la figure I-1.  
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Les colorants à composants hétérocycliques ont reçu beaucoup d'attention en raison de leur 

pouvoir tinctorial élevé et une excellente intensité [26]. Il existe de nombreuses méthodes 

décrites pour la synthèse des colorants azoïques. Une technique importante consiste à traiter 

une arylamine primaire avec du nitrite de sodium en présence d'un acide minéral à basse 

température de 0 à 5°C pour former un sel de diazonium, comme indiqué dans la figure I-2 

[27]. 

 

Figure  I-1:Amines hétérocycliques utilisés dans la production des colorants azoïques [26]. 

 

Figure  I-2: Étapes de préparation des colorants azoïques [24,28]. 

 

2-Amino-6-

nitrobenzothiazole 

5-amino-1,2,4-

thiadiazole 

4,40-diamino-2,20-

biphenylsulfone 

2-amino-3,5-

dinitrothiophene 

3-amino-4H-1,2,4-

triazole 
3-amino-5-nitro-2,1-

benzisothiazole 
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 Réaction de copulation du sel de diazonium avec un intermédiaire qui peut être un phénol ou 

une amine aromatique. Il constitue le colorant azoïque stable [24]. A titre illustratif, les étapes 

de préparation selon les étapes de diazotation et de copulation du Rouge Allura sont 

récapitulées dans la figure I-3 : 

 

Figure  I-3 : Préparation de Rouge Allura par diazotation et copulation [24]. 

 

I.2.3.  Classification des colorants azoïques : 

I.2.3.1.  Classification chimique 

Dans sa nomographie sur les azoïques, Zollinger [24] cite plus de 2 400 références, non compris 

les brevets. Plus de la moitié des 2 500 colorants commerciaux actuels sont des azoïques. Leur 

importance économique, en volume et en valeur, représente aussi la moitié du marché mondial des 

colorants. Chaque matière colorante a également un nombre de constitution du C.I. à cinq chiffres qui 

détermine sa structure chimique particulière. Les matières colorantes azoïques ont des nombres de 

constitution du C.I. allant de 11 000 à 36 999, selon le nombre de liaisons azoïques qu'elles 

contiennent. Par exemple, une matière colorante monoazoïque a une liaison azoïque, une matière 

colorante diazoïque a deux liaisons azoïques, une matière colorante triazoïque a trois liaisons azoïques, 

etc [29]. Le tableau I-3 donne la classification chimique des colorants azoïques accompagné avec leur 

numéro dans le Colour Index. 

 

 

Commentaire [c1]: Ajoutez reference 

http://www.universalis.fr/encyclopedie/C930361/AZOIQUES.htm#02000000)}
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Tableau  I-3 : Classification chimique des colorants azoïques [29]. 

Classe chimique Numéro dans Colour Index 

Monoazo 

di-azo 

tri-azo 

polyazo 

11,000–19,999 

20,000–29,999 

30,000–34,999 

35,000–36,999 

 

I.2.3.2.  Classification tinctoriale  

La classification tinctoriale des colorants repose sur la nature du groupe auxochrome, qui 

détermine le type de la liaison colorant-substrat (figure I-4). Selon la classification tinctoriale générale 

des colorants et leur application industrielle, les colorants azoïques sont aussi classés en [30]:  

 

 Colorants azoïques à mordant : un grand nombre de colorants naturels non ioniques ne pouvait 

se fixer sur les fibres textiles qu‘après traitement préalable de ces dernières. Ce traitement 

dénommé mordançage, consistait à précipiter dans les fibres textiles des oxydes de certains 

métaux (Al, Fe, Co, Cr) avec lesquels les colorants pouvaient ensuite former une laque 

insoluble solidement fixée à la matière textile. Les colorants à mordant sont principalement 

utilisés pour colorer la laine, le cuir, les fourrures et l'aluminium anodisé.  

 

 Colorants azoïques métallifères : pour faciliter le travail du teinturier en lui évitant l‘opération 

de mordançage, l‘idée est venu d‘incorporer le métal au colorant lui-même en formant le 

complexe métallifère au préalable au lieu de le précipiter dans la fibre de façon subséquente. Ils 

permettent de teindre la laine, la soie et le polyamide en nuances très solides. ces colorants 

contiennent un atome métallique (Cr, Ni, Co) qui peut être associé. 

 

 Colorants azoïques acides : Très solubles dans l‘eau grâce à leurs groupes sulfonâtes ou 

carboxylates qui ont généralement un poids moléculaire plus faible que les colorants directs. Ils 

sont ainsi dénommés parce qu‘ils permettent de teindre les fibres animales (laine et soie) et 

quelques fibres acryliques modifiées (nylon, polyamide) en bain légèrement acide. L'affinité 

colorant - fibre est le résultat de liaisons ioniques entre la partie acide sulfonique du colorant et 

les groupes amino des fibres textiles.  

 

 

 

javascript:s_main('k350','k350/k350-2.htm','I2.1')
javascript:s_main('k350','k350/k350-2.htm','I2.3')
javascript:s_main('k350','k350/k350-2.htm','I2.2')
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 Colorants azoïques basiques : sont des colorants cationiques hydrosolubles et reconnus pour 

leurs nuances brillantes, qui sont en général utilisés sur certaines fibres textiles qui sont des 

polymères à charge négative comme les fibres d'acryliques car sur ce type de fibres, on obtient 

des coloris très solide sur lesquelles ils permettent des nuances très vives et résistantes [31]. 

 

 Colorants azoïques directs : sont des colorants anioniques solubles dans l‘eau (présence des 

groupements sulfonâtes). Ils se distinguent des colorants acides par leur affinité pour les fibres 

cellulosiques sans application de mordant, affinité en partie due à leur forme linéaire et à la 

structure coplanaire des noyaux aromatiques entrant dans leur constitution. Les colorants 

directs sont principalement utilisés pour colorer en continu le papier, les fibres textiles 

cellulosiques (le coton et la rayonne) et le cuir. Le premier colorant de cette catégorie fut le 

Rouge Congo (RC) qui s‘avéra capable de teindre directement le coton. 

 

 Colorants azoïques réactifs : sont similaires aux colorants directs sur le plan chimique, sauf 

qu'ils contiennent en plus de leur groupement chromophore azoïque des groupes réactifs de 

type triazinique ou vinylsulfone, assurant la formation d‘une liaison covalente forte aux 

groupes hydroxyles, sulfhydryles et amines des fibres. Ils entrent de plus en plus fréquemment 

dans la teinture du coton et éventuellement dans celle de la laine et des polyamides. 

 

 Colorants azoïques dispersés : appelés aussi plasto-solubles, sont très peu solubles dans l'eau et 

sont appliqués sous forme d'une fine poudre dispersée dans le bain de teinture. Ils sont en 

mesure, lors d‘une teinture à haute température, de diffuser dans les fibres synthétiques puis de 

s'y fixer. Ils sont généralement appliqués à des fibres synthétiques à partir de dispersions 

aqueuses dans des conditions légèrement acides. Les molécules de colorant adsorbent à la 

surface de la fibre, puis ils migrent vers l'intérieur lorsque la température augmente. Les 

colorants dispersés sont principalement utilisés pour colorer le polyester, les mélanges de 

polyester, l'acétate de cellulose et le nylon. 

 

 Colorants azoïques insolubles de type solvants : sont des colorants non ioniques et insolubles 

dans l‘eau mais solubles dans les solvants qui ont tendance à avoir un poids moléculaire plus 

élevé que les colorants dispersés. Ils sont principalement utilisés pour colorer les huiles et les 

graisses, les vernis, les cires, les encres, les plastiques, et les produits d'huile minérale. 

 

javascript:s_main('k350','k350/k350-2.htm','I2.4')
javascript:s_main('k350','k350/k350-2.htm','I2.8')
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Figure  I-4: Structure chimique de certains colorants azoïques appartenant à différents classes 

tinctoriales [24,32]. 

C.I. Solvent Red 24 

 

 

C.I. Disperse Yellow 3 

 

 

C.I. Basic Yellow 19 

C.I. Direct Blue 71 

 

C.I. Réactive Black 5 

 

 

C.I. Acid Red 27 

 

C.I. Mordant Blue 9 
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I.3.   IMPACTS SUR L’ENVIRONNEMENT DE LA POLLUTION ENGENDRÉE PAR LES 

COLORANTS AZOÏQUES 

I.3.1.  Evaluation de la pollution 

Par pollution de l‘eau, on entend un état qualitatif d‘impuretés ou de manque de propreté des eaux 

hydrologiques d‘une certaine région, comme un bassin versant. La plupart des effluents pollués sont 

des mélanges très complexes dont la composition varie suivant leur provenance industrielle, agricole 

ou urbaine. L‘évaluation de la pollution est donc basée sur des classifications selon les propriétés 

globales de l‘effluent. La pollution se définit comme l‘introduction dans un milieu naturel de 

substances étrangères conduisant à son altération. Les effets néfastes peuvent avoir lieu à tous les 

niveaux (sanitaire, écologique et économique). Ainsi, par exemple, les polluants sous forme 

particulaire provoquent entre autre une augmentation de la turbidité de l‘eau et un envasement [33]. 

Les rejets industriels sont nombreux et d‘une composition très variée qui exigent souvent une 

analyse approfondie en laboratoire. Un traitement spécialisé peut s‘imposer pour les rendre inoffensifs 

avant leur rejet. Les principales sources de rejets industriels sont : les papeteries, textiles, brasseries, 

tanneries, alimentaire, industries chimiques et pétrolières, etc [33].  

Les industries textiles et plus particulièrement les phases de teinture et d‘ennoblissement, utilisent 

principalement des produits chimiques, nuisibles pour la santé, comme certains colorants azoïques 

cancérogènes. Une pollution systématique pourra alors être engendrée au niveau des eaux de surface et 

des nappes phréatiques en raison de leur stabilité et de leur faible biodégradabilité [5,34].On estime 

qu'il ya plus de 10 000 colorants commerciales disponibles dans le marché avec une production de plus 

de 7 × 10
5
 tonnes par an [35]. Cependant, les azoïques sont les plus utilisés dans l‘industrie textile avec 

une proportion de 60 à 70 % [36], en raison de leur pouvoir tinctorial important sur plusieurs fibres 

d‘une part et leur stabilité thermodynamique d‘autre part, environ 10-15% des colorants de synthèse 

sont rejetés dans les effluents, provoquant ainsi des problèmes écologiques [37]. 

Selon un rapport publié en 2000 par la fédération des industries de textile, la consommation en 

pigment et colorants  de ce secteur en Algérie dépasse les 4012 tonnes annuellement [38]. 

L‘hétérogénéité des effluents issus de ce secteur ne facilite pas leur traitement. La coloration de ces 

eaux usées est de plus en plus perçue comme une nuisance importante. Au cours des différentes étapes 

du procédé de teinture, des quantités plus ou moins importantes de colorants sont perdues par manque 

d‘affinité avec les surfaces à teindre ou à colorer (tableau I-4) et se retrouvent dans les rejets. 

L‘efficacité de fixation change avec la classe du colorant azoïque utilisée, qui est autour de 98% pour 

les colorants basiques alors qu‘elle ne dépasse pas 50% pour les colorants réactifs [39]. 
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Tableau  I-4 : Taux de fixation sur la fibre textile et de rejets dans les effluents pour les différentes 

classes tinctoriales de colorants azoïques [40].  

Classe de colorant Fibre utilisées Fixation (%) Rejet (%) 

Acide Laine, nylon 80—93 7—20 

Basique Acrylique 97—98 2—3 

De cuve Cellulose 80—95 5—20 

Directe Cellulose 70—95 5—30 

Dispersé synthétique 80—92 8—20 

Réactif Cellulose 50—80 20—50 

Dispersé Cellulose 60—70 30—40 

 

I.3.2.  Législation et impact sur l’environnement 

Les principales questions environnementales soulevées par les activités de l'industrie textile 

concernent essentiellement les rejets dans l'eau qui constitue le principal vecteur pour éliminer les 

impuretés.  Les colorants azoïques représentent le rang de polluants majeurs des rejets liquides des 

teintureries textile [41]. Comme il est indiqué dans la section précédente (section I.2), les substances 

azoïques et à base de benzidine ont tout un éventail de propriétés physiques et chimiques. La grande 

solubilité dans différents milieux, la propriété hydrophobe, la couleur intense, les coefficients de 

partage et la charge électrique sont des paramètres importants à prendre en compte lorsqu'on détermine 

le devenir de ces substances dans l'environnement [42,43]. En effet, ils sont considérés comme des 

précurseurs de formation de plusieurs intermédiaires et produits de dégradations toxiques et 

cancérigènes.  En outre, la majorité des colorants azoïques ne sont pas biodégradables et peuvent 

constituer des facteurs de risque pour la santé et des nuisances pour l‘environnement non seulement à 

court terme mais à des périodes allant jusqu‘à des milliers d‘années [44,45]. 

L‘Algérie est dotée d‘une réglementation 06-141 sur les rejets d‘effluents textiles dans le milieu 

hydrique. Le tableau I.5. indique les limites réglementaires de ces rejets [46]. Le rejet de ces eaux 

résiduaires chargées en colorants azoïques dans l‘écosystème constitue une source dramatique de 

pollution, d‘eutrophisation et de perturbation non esthétique dans la vie aquatique et par conséquent 

présente un danger potentiel de bioaccumulation qui peut affecter l‘homme par transport à travers la 

chaîne alimentaire. 
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Tableau  I-5: Valeurs limites des paramètres de rejets d‘effluents textiles [46]. 

PARAMÈTRES UNITÉ 
VALEURS 

LIMITES 

TOLÉRANCE AUX VALEURS LIMITES 

ANCIENNES INSTALLATIONS 

Température °C 30 35 

pH - 6.5-8.5 6-9 

DBO5 mg/L 150 200 

DCO - 250 300 

Matière décantable - 0.4 0.5 

Matière non dissoute - 30 40 

Oxydabilité - 100 120 

Permanganate - 20 25 

 

I.3.3.  Dangers à court terme : 

a. Eutrophisation: Différents ions peuvent être évacués dans le milieu naturel tel que le phosphate, 

utilisé comme détergent lors du processus d‘ennoblissement ou le nitrate libéré sous l‘action des 

microorganismes sur les colorants. Ces ions minéraux introduits en quantité trop importante 

peuvent devenir toxiques pour la vie piscicole et altérer la production d‘eau potable. Leur 

consommation par les plantes aquatiques accélère leur prolifération anarchique et conduite à 

l‘appauvrissement en oxygène par inhibition de la photosynthèse dans les strates les plus 

profondes des cours d'eau et des eaux stagnantes [47]. 

b. Sous oxygénation : lorsque des charges importantes des colorants azoïques sont apportées au 

milieu via des rejets ponctuels, les processus naturels de régulation ne peuvent plus compenser la 

consommation bactérienne d‘oxygène. Il a été estimé que la dégradation de 7 à 8 mg de matière 

organique par des microorganismes suffit pour consommer l‘oxygène contenu dans un litre d‘eau 

[2]. 

c. Couleur, turbidité, odeur : L‘accumulation des matières organiques dans les cours d‘eau induit 

l‘apparition de mauvais gouts, prolifération bactérienne, odeurs pestilentielles et colorations 

anormales. Ils ont été évalué qu‘une coloration pouvait être perçue par l‘œil humain à partir 

d‘une concentration de µg/L. en dehors de l‘aspect esthétique, les agents colorants ont la capacité 

d‘interférer avec la transmission de la lumière dans l‘eau, bloquant ainsi la photosynthèse des 

plantes aquatiques [48]. 

Les dangers que présente la pollution par les colorants peuvent être classés comme suit :  
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I.3.4.  Dangers à long terme : 

a. Persistance: La détermination de la persistance dans l'environnement des matières colorantes 

azoïques est complexe et dépend d'un certain nombre de facteurs, y compris de leurs propriétés 

intrinsèques et des caractéristiques du milieu environnant. De nombreuses matières colorantes, 

sont conçues pour être durables dans l'environnement, d‘où la difficulté de l‘épuration par 

dégradation biologique naturelle. Cette persistance est due principalement à leur réactivité 

chimique [49]. 

 

b. Bioaccumulation : Si un organisme ne dispose pas de mécanismes spécifiques, soit pour 

empêcher la résorption d‘une substance, soit pour l‘éliminer une fois qu‘elle est absorbée, alors 

cette substance s‘accumule. Les espèces qui se trouvent à l'extrémité supérieure de la chaîne 

alimentaire, y compris l'homme, se retrouvent exposées à des teneurs en substances toxiques 

(colorants azoïques) pouvant être jusqu‘à mille fois plus élevées que les concentrations initiales 

dans l'eau [50].   

 

c. Formation des sous‑produits de chloration: Le chlore utilisé pour éliminer les 

microorganismes pathogènes réagit avec la matière organique y compris les colorants azoïques 

pour former des trihalométhanes dont les concentrations peuvent atteindre plusieurs centaines 

de mg.L
-1

. Les sous-produits de chloration sont responsables du développement de cancers du 

foie, des poumons, des reins et de la peau chez l'homme [51,52]. 

 

I.3.5.  Mutagénicité / Carcinogénicité 

Une étude, effectuée sur le recoupement des DL50 avec les classifications chimiques et tinctoriales 

des colorants, démontre que les colorants synthétiques organiques les plus toxiques sont les colorants 

diazo et cationiques. Or, le caractère électro-attracteur des groupes azo génère des déficiences 

électroniques, ce qui rend les azoïques peu disposés au catabolisme oxydatif dans des conditions 

environnementales aérobies. La toxicité des azoïques due à l‘exposition aux colorants et à leurs 

métabolites n'est pas un fait nouveau. Dès 1895, l‘augmentation du nombre de cancers de la vessie 

observés chez des ouvriers de l'industrie textile est reliée à leur exposition prolongée aux colorants 

azoïques. Depuis, les travaux effectués sur ces colorants azoïques ont démontré que ces composés 

chimiques présentaient des effets cancérigènes pour l'homme et l'animal [53]. 
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Si la plupart des colorants ne sont pas directement toxiques, une portion significative de leurs 

métabolites l'est. Leurs effets mutagènes, tératogènes ou cancérigènes apparaissent après dégradation 

de la molécule initiale en sous-produits d'oxydation. Les effets cancérigènes des composés azoïques 

s‘expriment alors, dans certains cas, indirectement par leurs dérivés aminés. La toxicité des azoïques et 

de leurs dérivés est accrue par la présence de substituants sur le noyau aromatique, notamment des 

groupes méthyles [54]. 

I.4.  PRINCIPALES  MÉTHODES  DE  DÉCOLORATION  

Les problèmes de pollution chimique de l‘eau sont devenus une source de préoccupation 

importante et un enjeu prioritaire pour tout secteur industriel. Parallèlement, la règlementation en 

matière de rejets et d‘impacts environnementaux devient de plus en plus sévère. Différentes solutions 

existent et peuvent être appliquées à deux niveaux : le prétraitement ou traitement primaire et le 

procédé d‘épuration (traitement secondaire) [4]. A l‘instar des autres pays bien avancés au niveau de la 

protection de l‘environnement, l‘Algérie fait son bonhomme de chemin, en promulguant des lois qui 

contraindraient les industriels en fonction de leur activité à s‘équiper d‘unités de traitement des eaux 

usées pour diminuer la charge polluante des effluents avant leur déversement dans les cours d‘eau ou 

dans la mer via les réseaux d‘assainissement. Parmi les industries consommatrices d‘eau en grande 

quantité, on trouve celle du textile avec celle de la tannerie en tête de liste. Les secteurs de teintures, de 

l‘impression ou du finissage du textile y occupent une place de choix. Ces activités génèrent une 

pollution importante en eaux résiduaires fortement chargés en colorants azoïques [55]. 

Une fois prétraité, l‘effluent peut subir un second traitement par voie biologique, physique ou 

chimique. Plusieurs travaux relatifs aux traitements des rejets liquides des teintureries textiles 

contenants des colorants azoïques ont été publiés. Les procédés employés pour leur élimination font 

généralement appel aux techniques de floculation, coagulation [56,57,58,59,60], osmose inverse, 

oxydation ou réduction chimique [61,62,63,64], dégradation photocatalytique au dioxyde de titane 

(TiO2) [65,66,67], et récemment la dégradation enzymatique par la peroxydase L‘objectif principal de 

cette partie est de fournir une mise à jour des informations sur les techniques proposées dans la 

littérature pour le traitement des effluents industrielles chargés en colorants. Les avantages et les 

inconvénients de chacun sont présentés et discutés. Par la suite, des exemples récents tirés de la 

littérature illustrent les diverses caractéristiques des nouvelles technologies utilisées pour la 

dépollution des eaux telles que les méthodes enzymatiques et plus particulièrement les peroxydases 

[68,69,70,71,72,73].   
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I.4.1.  Méthodes physiques : 

I.4.1.1.  Filtration sur membrane 

L‘effluent passe à travers une membrane semi-perméable qui retient en amont les contaminants de 

taille supérieure au diamètre des pores, pour produire un perméat purifié et un concentré qui reçoit les 

impuretés organiques. Parmi les quatre types de procédés, la nanofiltration et l‘osmose inverse sont les 

plus adaptés à la rétention partielle de la couleur et des petites molécules organiques et l‘osmose 

inverse reste la plus répandue. La nanofiltration s‘applique surtout au traitement des bains de teinture 

de colorants réactifs en agissant comme un filtre moléculaire tandis que la microfiltration retient les 

matériaux colloïdaux tels que les colorants dispersés ou de cuve. Ces procédés, limités dans leurs 

applications, nécessitent des investissements importants. Le coût du retraitement du concentré est 

jusqu‘à six fois plus élevé que celui de l‘effluent non-traité [70]. 

I.4.1.2.  Adsorption : 

Elle est considérée parmi les technologies les plus utilisées vue qu‘elle est caractérisée par sa 

simplicité de mise en œuvre et son coût de fonctionnement modéré. La décoloration des effluents issus 

des industries textiles chargés en colorants peut se faire par ce procédé, elle est résultante de deux 

mécanismes : adsorption et échange d'ions. Cette méthode est influencée par de nombreux facteurs 

physico-chimiques tels que : l‘interaction colorants-adsorbant, surface d‘adsorbant, la taille des 

particules, la température, le pH et le temps de contact [74]. 

Il existe actuellement de nombreux exemples d'adsorbants à faible coût et obtenus à partir des 

déchets industrielles qui sont utilisés pour l‘élimination des colorants et de la matière organique 

colorée. La capacité du matériau à faible coût (écorce, balle de riz, charbon actif, bentonite, argile et 

les déchets de coton) pour adsorber les molécules des colorants a été largement discutée. L‘utilisation 

de ce procédé est limitée par plusieurs facteurs, tels que la quantité considérable d‘adsorbant à mettre 

dans le contacteur et le temps de contact colorant-adsorbant. La régénération de l‘adsorbant est aussi 

un problème crucial [73].   

I.4.2.  Méthodes chimiques 

Les traitements par voie physique transfèrent le polluant de l‘effluent à traiter vers un 

compartiment récepteur qui devra être, à son tour, régénéré ou détruit.  Les procédés de destruction des 

colorants azoïques reposent sur des techniques chimiques basées sur des réactions d‘oxydation. Il en 

résulte deux grands types de procédés : les procédés d‘oxydation avancée (POA) et l‘oxydation par 

voie électrochimique.  
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I.4.2.1.  Procédés d’oxydation avancée (POA) 

Parmi les méthodes de traitement chimique, les procédés d‘oxydation avancée (AOP) restent les 

plus fréquemment utilisés. Ceux-ci sont fondés sur la formation d‘une entité radicalaire extrêmement 

réactive : le radical hydroxyle (OH•) qui possède un temps de vie très court, un potentiel d‘oxydation 

élevé et une forte réactivité vis-à-vis de nombreux composés organiques [75]. Les principaux procédés 

de production du radical hydroxyle seront présentés. Elle se fait le plus souvent par addition des 

produits chimiques. Les processus de décoloration par oxydation les plus utilisés sont : 

I.4.2.1.1.  Réaction de Fenton (H2O2/Fe
2+

) :  

La réaction de Fenton (réaction) en solution aqueuse est basée sur la décomposition du peroxyde 

d‘hydrogène (agent oxydant) en présence d‘ions ferreux pour produire un radical hydroxyle, ce dernier 

constituant l‘espèce oxydante prédominante. Plusieurs travaux ont montré que la combinaison de H2O2 

et de Fe
2+

était un oxydant efficace pour une grande variété de substrats organiques, notamment les 

phénols, les pesticides, les aromatiques polycycliques et des colorants, en particulier les azoïques [76].  

Fe
2+

 + HO-OH   +H
+                           

Fe
3+

  +  H2O + OH• 

Les micropolluants organiques, notamment les colorants synthétiques, sont ensuite oxydés par le 

radical hydroxyle selon une cascade réactionnelle complexe. L‘étude de dépollution des effluents 

textiles colorés par le procédé Fenton (système Fe
2+

/H2O2) a été révélée très efficace et plusieurs 

études ont montré que le taux de minéralisation des colorants synthétiques augmente avec 

l‘augmentation des doses des réactifs et du temps de réaction [77]. 

Le procédé Fenton est considéré aujourd‘hui comme le procédé le plus utilisé pour le traitement 

d‘effluents industriels textiles, mais ce procédé est limité par le manque de régénération du catalyseur 

qui nécessite généralement un apport constant en réactifs et qui contraint de ce fait à approvisionner en 

continu le milieu en peroxyde d‘hydrogène coûteux. Toutefois, il existe certains colorants ou 

groupements qui réagissent plus lentement que d'autres, par exemple, les colorants à base 

d'antraquinone réagissent 100 fois plus lentement que les colorants azoïques [78]. 

I.4.2.1.2.  Ozonation :  

L‘ozone, oxydant très instable et puissant, qui se décompose rapidement en dioxygène et oxygène 

atomique et doit être produit impérativement « in situ » grâce à l‘émission d‘une charge électrique sous 

haute tension dans un courant d‘air sec.  
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En raison de sa forte instabilité, l‘ozone réagit avec l‘effluent chargé en colorant dans un réacteur 

de contact de façon rapide et sélective par fission des doubles liaisons puisque O3 réagit 

préférentiellement sur les composés insaturés par exemple, -C=C- ou -N=N- d‘où les colorants 

azoïques et aussi sur les structures aromatiques. L‘emploi de l‘ozone sur les colorants a montré que les 

effluents chargés réagissent différemment selon leur composition. Les rejets contenant des colorants 

dispersés et soufrés sont particulièrement difficiles à décolorer, alors que ceux chargés de colorants 

réactifs, basiques, acides et directs le sont assez rapidement [79].  

Bien que le pouvoir oxydant de l‘ozone soit élevé, une minéralisation complète par ozonation est 

très difficile. Le principal désavantage de l'application d‘un système d‘ozonation aux bains de teinture, 

outre un investissement et des coûts opératoires élevés imputables à l‘énergie électrique consommée et 

à la maintenance, réside dans la génération de sous-produits de dégradation qui peuvent être à leur tour 

récalcitrants et toxiques. De plus, l'ozonation est limitée par la très faible solubilité de O3 dans l'eau: 

environ 0,1 mM à 293 K et son transfert de masse est un facteur limitant [79]. 

I.4.2.1.3.  Chloration  

L‘oxydation chimique des effluents chargés en colorant est également possible avec des composés 

de chlore.  Ces ions attaquent le groupe amine de la molécule du colorant qui initie et accélèrent le 

clivage de la fonction azoïque. Toutefois, pour des raisons environnementales, et comme ce processus 

nécessite une concentration élevée en chlore dans un milieu ayant un pH très bas et libère des amines 

aromatiques qui sont cancérigènes et toxiques, tous ces facteurs rendent cette technique d‘oxydation 

parmi les processus les plus interdits universellement [80].  

I.4.2.1.4.  Photolyse et photocatalyse : 

La photolyse est la coupure homolytique de la molécule de peroxyde d‘hydrogène sous irradiation 

ultraviolette pour conduire à deux radicaux hydroxyles : 

H2O2   +    hv                        2 •OH 

La dégradation photocatalytique des colorants consiste à éclairer un semi-conducteur avec une 

source de lumière ultraviolet. Cette configuration entraîne une réaction physico-chimique qui détruit la 

plupart des polluants non biodégradables présents dans l‘eau en les transformant en CO2 et H2O. Donc 

la décomposition photocatalytique des contaminants consiste à irradier un semi-conducteur 

naturellement ou artificiellement. Parmi les photocatalyseurs les plus communément rencontrés, 

l‘oxyde de titane (TiO2) présente une stabilité photochimique et une activité photocatalytique favorable 

au traitement des colorants [81].  
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Le processus en H2O2 semble trop lent, coûteux et peu efficace pour l'application à grande échelle, 

par contre la combinaison de UV/TiO2 semble plus prometteuse [82]. Malgré la décoloration par voie 

photocatalytique est achevée complètement, elle est applicable pour un nombre de colorants très limité 

dans une installation plus coûteuse. Les inconvénients majeurs de ce processus est le manque de 

connaissance des produits de dégradation générés, les produits finaux pouvant être plus toxiques que 

les colorants de départ et la durée de vie et l‘efficacité et de la lampe est très limitée [83]. 

I.4.2.2.  Procédés électrochimiques 

L'électrolyse est une réaction électrochimique basée sur le passage du courant entre deux 

électrodes (anode et cathode). Dans le cas d'effluents issus d'industries textiles, le courant électrique 

créé entre les deux électrodes permet de fragmenter les molécules de colorants qui perdent alors leur 

couleur. L‘utilisation de cette méthode d‘oxydation est applicable que pour des effluents qui présentant 

une conductivité suffisante et une concentration en sel assez importante [84]. 

I.4.3.  Méthodes microbiologiques  

L'application des microorganismes pour la biodégradation des colorants synthétiques est une 

méthode intéressante qui consiste à utiliser des cultures biologiques (bactéries, champignons) ayant la 

capacité de dégrader ces substances en les utilisent comme source de carbone. Grâce à leurs capacités 

d‘adaptation et de mutation, les microorganismes comme les bactéries sont à la base de tous les 

traitements d‘épuration biologique actuels qui ont un rôle essentiel dans la lutte contre la pollution. Il 

faut noter que les procédés d‘épuration sont multiples et que leur conception peut être très variée. 

Cependant, tous ces procédés biologiques sont fondés sur le même principe que tout polluant 

organique biodégradable peut être utilisé comme élément nutritif et/ou comme source énergétique pour 

les microorganismes vivants. Ils peuvent assimiler les matières organiques et les transformer en 

matière vivante [85].  

Les colorants azoïques sont transformés par certaines variétés de microorganismes, incluant des 

bactéries (aérobies et anaérobies) et des champignons. Ces derniers ont généralement des croissances 

et des cinétiques de décoloration lentes, ce qui limite leurs performances vis‑a‑vis de ces colorants. Si 

la biodégradation des colorants azoïques dans des conditions anaérobie a été très largement étudiée, 

puisque elle permet d‘économiser de l‘énergie, de produire moins de boues et d‘éliminer en particulier 

les polluants minéraux, la biodécoloration en culture aérée (bien oxygénée) reste encore peu étudiée et 

limitée à certaines espèces de bactéries. Ces dernières échappent aux conditions générales 

d‘azoréduction en anaérobiose. De nombreuses études ont montré que l‘oxygène est un facteur limitant 

de la biodégradation des colorants azoïques [40].  
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Grand nombre d'espèces a été testé pour la dégradation de divers colorants. La capacité de 

Kurthias p de décolorer Magenta, violet de Crystal, vert de Malachite, Parasaniline et vert Brillant a 

été reporté [86]. La capacité de la souche Pseudomonas pour la décoloration de divers colorants a été 

aussi étudié en détail pour les colorants azoïques (Violet acide 7, Rouge acide151 et Noir réactif 5) qui 

sont dégradés avec un rendement élevé (>90%).De même pour l‘indigo Carmin, Rougeacide183 

(complexe chromeux) et les antraquinones (bleu Réactive 2 et Vert acide 27) [87]. Par ailleurs, il a été 

démontré que P. mendocina peut effectivement décolorer les effluents textiles contenant le Méthyle 

violet, avec l‘utilisation d‘un réacteur à biofilm fixe [88]. 

L'inconvénient majeur du procédé est dû à la biodégradation incomplète, voire inefficace dans le 

cas de certains colorants azoïques récalcitrants. Les coûts d‘investissement et de fonctionnement 

peuvent être élevés qui demandent des installations et des aménagements, nécessite d‘oxygéner les 

cultures et de maintenir des conditions optimales). Les méthodes microbiologiques demandent des 

opérations en amant (stérilisation du réacteur, préparation de milieu de culture) et en aval (séparation 

de la biomasse et de sous-produits). La dégradation des colorants s‘effectue dans un bioréacteur 

contrôlé chargé par un milieu de culture [88]. 

I.4.4.  Méthodes enzymatiques 

Les efforts de recherche remarquable ont été faits pour le développement et la mise en œuvre de 

nouveaux traitements efficaces et écologiques capables de réduire, voire d'éliminer, les composés 

toxiques dans les effluents avant leur rejet dans l‘environnement. Les méthodes enzymatiques 

semblent être une technologie prometteuse pour cette tâche, avec un impact mineur sur les 

écosystèmes par rapport aux méthodes physico-chimiques [6]. L'applicabilité de cette technologie a été 

démontrée explicitement dans un grand nombre de publications et de brevets enregistrés à ce jour [89]. 

Cette approche est considérée comme une technologie prometteuse, car il est très spécifique, 

rentable, respectueuse de l'environnement, et ne produisant pas de boues [90]. La transformation 

enzymatique de colorants synthétiques peut être décrite comme la conversion des molécules de 

colorant par des enzymes en des produits plus simples et généralement incolores. Les peroxydases ont 

beaucoup attiré l'attention des chercheurs en dernières décennies en raison de leur capacité à oxyder les 

composés de nature phénolique comme les colorants et les phénols ainsi que les polluants 

environnementaux très récalcitrants [8]. Plusieurs enzymes ont été testés pour déterminer leur potentiel 

catalytique dans le traitement des eaux usées synthétiques et réelles. Le tableau I-6 donne quelques 

enzymes utilisés dans la dégradation de certains colorants azoïques. 
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Tableau  I-6 : Quelques enzymes intervenant dans la dégradation de certains colorants azoïques. 

Substrat : colorant Enzyme  Source d’enzyme  Réf 

Jaune acide 17, Chromotrope 2R, 

Crocein Orange G, Méthyle 

Orange, Nouveau Coccine, Orange 

II, Tartrazine et Tropaeollin 

Laccase Streptomyces cyaneus CECT 

3335 
[91] 

Bleu Remazol RR, Cibacron Rouge 

FN-2BL , Bleu 4BL et Rouge BWS 

Laccase  Trametes versicolor [92] 

Orange Acide 6, Orange Acide 7, 

Méthyle Orange, rouge de Méthyle 

Oxydoréductases des boues 

méthanogènes.  

Mélange de bactéries [93] 

Rouge Congo, Orange G,  

Orange IV 

Manganèse peroxydase  white-rot fungus 

Schizophyllum sp. F17 

[94] 

Rouge Direct 80,Bleu Mordant 9 

Mélange des deux colorants  

Lignine peroxydase 

Manganèse peroxydase 

white-rot fungus 

Phanerochaete chrysosporium 

[95] 

Jaune Direct 106 Peroxydase  courgette Cucurbita  pepo [96] 

Effluents textiles contenant des 

colorants azoïques 

Peroxydase  Raifort  Armoracia rusticana [97] 

Tartrazine et Ponceau Azoreductase  Algues vertes  [98] 

Jaune Réactive, Noir Réactive, 

Rouge Réactif et Bleu Direct  

Azoreductase  

 

Staphylococcus arlettae [99] 

 

I.4.5.  Résumé comparatif des procédés de traitement des colorants  

Bien que les méthodes physiques, chimiques, physicochimiques et microbiologiques sont 

multiples, elles se sont avérées très coûteuses, peu efficaces compte tenu des normes exigées et parfois 

nécessitent un équipement bien sophistiqué. Ce constat a permis aux chercheurs et aux industriels de 

s‘orienter vers la recherche d‘autres méthodes qui soient plus efficaces et moins coûteuses : ce sont les 

procédés enzymatiques. Après un bref aperçu des principes de fonctionnement et le type d'application 

des procédés de dépollution des rejets de colorants, Le tableau I-7 résume leurs principaux attraits et 

inconvénients pour l‘élimination des colorants. 
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Tableau  I-7: Comparaison de technologies physiques, chimiques, microbiologiques et enzymatiques 

de dépollution des effluents chargés de colorants synthétiques. 

Procédé  Exemple Avantages Inconvénients Réf 

Physique Filtration sur 

membrane 

Osmose inverse 

Nanofiltration 

Microfiltration 

Ultrafiltration 

Utilisation simple et rapide 

Pas d‘addition de produits 

chimiques 

Faible consommation 

énergétique 

Réduction de la couleur 

Traitement de grands 

volumes 

Investissement important 

Sélectif 

Encrassement rapide des 

membranes par colmatage 

Pré et post-traitements 

nécessaires 

[100] 

 Adsorption Charbon actif 

Silice 

Réduction efficace de la 

couleur 

Technologie simple 

Faible coût d‘utilisation 

pour certains adsorbants 

Investissements et coûts de 

fonctionnement élevés 

Lent et limité en volume 

Régénération onéreuse des 

adsorbants (voire impossible) 

Sélectif 

Formation de boues 

[4,40] 

Chimique Fenton  Opération simple 

Oxydant puissant 

Coûts élevés 

Sous-produits d‘oxydation 

inconnus 

[4,40] 

 Ozonation  Diminution nette de la 

coloration 

Traitement de gros volumes 

 

Investissements et coûts de 

fonctionnement élevés 

Efficacité limitée pour certains 

colorants 

Sous-produits d‘oxydation 

inconnus 

[4,40] 

 Chloration  

 

Décoloration rapide et 

efficace 

 

Formation de sous-produits de 

chloration (trihalométhanes 

cancérogènes) 

[4,40] 

 photocatalyse TiO2/UV  Manque de connaissance des 

produits de dégradation 

Produits finaux plus toxiques 

que les colorants de départ 

[4,40] 

Electrochimique  Coagulation, 

floculation 

Al(OH)3 

Ca(OH)2 

FeCl3 

Polyélectrolytes 

Equipement simple 

Décoloration relativement 

rapide 

Réduction significative de la 

DCO 

Formation de boues 

Adjonction obligatoire de 

produits chimiques 

Fonctionnement onéreux 

Coagulants non réutilisables 

Réduction spécifique de la 

couleur 

Peu d‘information sur la 

réduction de DBO et DCO 

[101] 

 

 



Étude bibliographique                                                                             Chapitre  I  
 

26 
 

Tableau I-7 (à suivre) 

Procédé  Exemple Avantages Inconvénients Réf 

Microbiologique Aérobie 

Anaérobie 

Champignon, 

algue, levure 

actinomycète et 

bactéries 

Acceptable par le public 

Peut réduire certains colorants 

 

Gestion et maintenance de 

microorganismes 

Nécessité des surfaces de 

bassin très grandes pour les 

grandes quantités 

d‘effluents colorés 

Procédé lent et production 

de boues 

Produits de dégradation 

inconnus 

Stabilité chimique des 

colorants et résistance aux 

attaques microbiologiques.  

[40,88] 

Enzymatique  Libre 

immobilisée  

Peroxydase 

Laccase 

azoréductase 

 

Extraction et purification simple 

et facile 

Simplicité de mécanisme d'action. 

Régénérabilité du biocatalyseur. 

Rapidité de transformation. 

Flexibilité de fonctionnement 

sous différentes conditions 

opératoires. 

Facilité de contrôle des 

paramètres opératoires. 

Processus moins coûteux   

Pas de régénération des sous-

produits nocifs. 

Possibilité de détection et de 

séparations des produits. 

Nécessite un prétraitement 

de l’effluent  

 

 

[102] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Étude bibliographique                                                                             Chapitre  I  
 

27 
 

 

 

Conclusion  

Cette étude bibliographique montre que les colorants synthétiques organiques sont des composés 

utilisés dans de nombreux secteurs industriels. On les retrouve ainsi dans le domaine automobile, 

chimique, papeterie et plus particulièrement le secteur textile, où toutes les gammes de nuance et de 

familles chimiques sont représentées.  Ces données bibliographiques mettent en évidence la nécessité 

de la dépollution de ces effluents chargés par les colorants une fois rejetés dans l‘environnement. Les 

méthodes physiques basées sur l‘adsorption, photodégradation, oxydation chimique, coagulation et 

précipitation consomment habituellement une quantité importante des produits chimiques qui 

conduisent parfois à une pollution secondaire et à un volume important de solides récupérés.  

En plus, du fait de la composition très variable de ces eaux et à cause de la complexité de la 

manipulation des produits chimiques, la plupart de ces méthodes conventionnelles commencent à 

s‘avérer insuffisantes pour un traitement simple et efficace et nécessitant une consommation minimale 

en réactifs. En effet, afin d‘obtenir une plus grande efficacité, les procédés physiques et les traitements 

chimiques sont souvent complémentaires, intimement liés et non concurrentes, associent souvent en 

deux méthodes. On trouve des travaux basés sur des systèmes mixtes comme les procédés 

oxydation/adsorption, membrane/électrolyse ou encore oxydation/ nanofiltration. 

Une technique de traitement adaptée aux colorants doit avant tout dégrader totalement et 

complètement les molécules afin d'éviter la formation de sous-produits plus dangereux que les 

composés initiaux. Les procédés présentés dans ce chapitre ne répondent pas à cette attente car ils sont 

pour la plupart non destructifs. Mais un autre type de procédé tel que les procédés enzymatiques 

répondent à ces critères grâce à l'utilisation des biocatalyseurs puissants appelés : peroxydases 

capables de décolorer la solution par destruction des groupes chromophores et réduire le taux de 

matière organique non biodégradable. Cette enzyme et ces procédés seront abordés dans le chapitre 

suivant. 

 

 

 

 

 



    

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre II. Élimination des colorants azoïques dans 
des bioréacteurs à peroxydase immobilisée 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

 
 

 

 

 

Introduction  

 

La mise au point de méthodes efficaces a fait et fait encore l‘objet d‘un nombre considérable de 

recherches. Il existe, dans la littérature, une multitude de procédés de dépollution des effluents issus 

des industries consommatrices des colorants. En effet, il est possible à l‘aide de procédés adaptés de 

traiter les effluents industriels colorés qui ont la particularité d‘être à la fois non biodégradable et 

dangereux pour l‘environnement. Cependant, beaucoup ne sont pas exploitables à l‘échelle industrielle 

pour des raisons technologiques mais surtout économiques.  

Il apparaît donc intéressant de mettre au point des traitements alternatifs, notamment par voie 

enzymatique, qui ont l‘avantage d‘être moins coûteux, moins polluants et plus efficaces car plus 

spécifiques. La spécificité de leur action, leur fonctionnement dans des conditions de températures 

relativement économique en font des catalyseurs très compétitifs face à ceux des procédés chimiques 

industriels classiques. Ces molécules présentent également une grande importance économique, leur 

utilisation aux processus chimiques diminue la formation des produits nocifs dans l‘environnement et 

réduit ainsi le coût de traitement [103]. Néanmoins, la continuité du procédé enzymatique impliquant 

la régénération (recyclage) du catalyseur, la stabilité des enzymes dans les conditions fluctuantes de 

température ou de pH, ainsi que la possibilité d'inhibition ou la décélération de la réaction par excès de 

substrats sont des facteurs primordiaux pour la garantie de compétitivité vis à vis des procédés 

chimiques ou biologiques [104]. Ces contraintes peuvent être surmontées grâce à la technologie de 

l‘immobilisation ou la fixation de l'enzyme sur un support, qui a pour but d'augmenter sa stabilité, de 

conserver son activité maximale et faciliter sa réutilisation en procédés batch ou continu.  

Ce chapitre se propose de démontrer l‘intérêt des méthodes enzymatiques.  Des généralités sur les 

peroxydases et plus particulièrement sur les bioréacteurs à enzymes immobilisées seront succinctement 

abordées dans les paragraphes suivants. Enfin, la dégradation des colorants dans des bioréacteurs à lit 

fixes par la peroxydase immobilisée, qui fait l‘objet de notre travail, sera abordée plus spécifiquement.  
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II.1.  LA PEROXYDASE 

II.1.1.  Définition et constitution de la peroxydase 

La famille des peroxydases constitue un paradoxe dans le monde de la recherche. C‘est une 

famille d‘enzymes identifiée de très longue date, dont le rôle est admis comme étant indispensable à la 

vie aérobie. Malgré toutes les études concernant cette famille de protéines, il semble encore très 

difficile d‘associer une fonction biochimique spécifique à aucun des membres de cette famille, tout en 

sachant qu‘elles sont impliquées dans un très grand nombre de processus physiologiques. La 

peroxydase est une enzyme oxydoréductase qui a notamment pour fonction de décomposer les 

peroxydes d‘hydrogènes, ce qui lui vaut son nom. Les deuxièmes substrats sont les électrons des 

composés phénoliques comme les phénols, les colorants et les anilines. Cette fonction des peroxydases 

a été découverte pour la première fois en 1855 dans l‘oxydation du gaïacol par les peroxydases en 

présence du H2O2 [105]. 

II.1.2.  Historique 

En 1810, Planche décrit l‘apparition d‘une couleur bleue, sur des morceaux de racine de raifort 

incubés dans de la teinture de Gaïac. En 1818, Thénard fut le premier à décrire les propriétés de l‘eau 

oxygénée (H2O2) et Schonbein, en 1855, décrit l‘oxydation de certains composés organiques, catalysée 

par des extraits issus de plantes ou d‘animaux, en présence de solutions diluées de peroxyde 

d‘hydrogène (H2O2). Le nom de peroxydase fut donné en 1898 par Linossier, à un extrait de pus 

humain présentant une telle activité [106]. Les fameuses peroxydases de raifort furent l‘outil de base 

des premiers travaux moléculaires sur les peroxydases végétales et c‘est en 1976, grâce aux travaux de 

Braithwaite, d‘une part, et de Welinder, d‘autre part, qu‘on a pu avoir une première image cristalline 

d‘une de ces enzymes ainsi que la première séquence nucléotidique d‘un messager codant pour une 

peroxydase de Tabac. C‘est principalement sur la base de ces travaux, qu‘aujourd‘hui les données 

moléculaires concernant les peroxydases végétales ont pu s‘accumuler de manière plus que 

significative [107]. 

II.1.3.  Structure chimique de la peroxydase  

Les peroxydases sont présents dans les animaux, les plantes et les microorganismes, ayant un 

poids moléculaire entre 30 à 150 kDa combinées avec une ferriporphyrine [108]. La peroxydase la plus 

répandue dans le monde vivant est une protéine héminique c'est-à-dire qu'elle contient une partie non 

protéique plane l'hème [109]. Le site actif des peroxydases est centré autour de l'hème qui est une 

protoporphyrine IX associée à un atome de fer ferrique, Fe
3+ 

(figure II-1). Au repos, cet atome possède 

quatre liaisons avec des atomes d'azote de la protoporphyrine et une liaison avec le groupement 
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imidazole de l'histidine 170 (numérotation dans le cas de HRP), très conservée chez les peroxydases. 

Sur le côté distal de l'hème se trouvent trois acides aminés conservés : arginine 38, phenylalanine 41 et 

histidine 42. Ces trois résidus servent de site de fixation de l'H2O2 et interviennent dans la catalyse. 

Ces quatre acides aminés sont situés sur deux hélices α conservées, parallèles au plan de I 'hème : I 

'hélice β (Arg 38, Phe 41 et His 42) et l'hélice F (His 170). Sur le côté proximal, un aspartate conservé 

(Asp 247) établit une liaison hydrogène avec l'histidine 170 et dont le rôle est important dans le 

mécanisme de réaction. Enfin plusieurs molécules d'eau présentes au niveau du site actif établissent un 

réseau de liaisons hydrogènes entre elles et avec l'hème et les acides aminés proches stabilisant ainsi la 

structure  (figure II-2-b) [108]. 

 

Figure  II-1: Structure chimique de l‘hème [110]. 

Les travaux de Welinder [111], sur la cristallographie des peroxydases ont permis de mettre en 

évidence que toutes les classes de peroxydases eucaryotes avaient des structures tridimensionnelles 

assez similaires. La peroxydase de raifort ou le radis noir (très connu par Horse Radish peroxidase 

(HRP)) a été parmi les enzymes les plus étudiées [109]. La figure II-2 présente la structure 

tridimensionnelle de la peroxydase de raifort ainsi son site actif et les acides aminés impliqués dans la 

catalyse.  

II.1.4.  Famille des peroxydases  

Les peroxydases sont des enzymes à hèmes constituant une très grande famille multigénique, dans 

laquelle on distingue trois classes différentes basées sur leurs propriétés structurales et catalytiques 

[112]:  

 Classe I : Strictement intracellulaire (EC 1.11.1.5.6/.11), Elle renferme les peroxydases 

d'origine procaryotique dont le cytochrome c peroxydase de Saccharomyces cerevisiae, les 
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ascorbates peroxydases et les catalase-peroxydases bactériennes. Ce sont toutes des 

peroxydases intracellulaires, non glycosylées, sans calcium ni pont disulfure. 

 Classe II : Regroupe les peroxydases extracellulaires fongiques, secrétées par les champignons 

(EC 1.11.1.13/.14). Ces enzymes impliquées dans la dégradation de la lignine sont présentes 

chez un grand nombre de champignons notamment les basidiomycètes. Les peroxydases de la 

classe II sont organisées en deux types : les lignine-peroxydases (LiP), qui oxydent un grand 

nombre de composés aromatiques non phénoliques dérivés de la lignine ; les manganèse 

peroxydases (MnP), qui constituent le deuxième type majeur de peroxydases produites par les 

champignons, et plus particulièrement ceux de la pourriture blanche, oxydent la lignine et les 

composes phénoliques qui en dérivent via l'oxydation du Mn
2+

 en Mn
3+

 qui sert d'intermédiaire 

d'oxydoréduction. 

 

 

Figure  II-2 : Structure tridimensionnelle : a) de la peroxydase de raifort (HRP) b) de site actif et les 

acides aminés impliqués dans la catalyse [110]. 

 Classe III : regroupe les peroxydases végétales (EC 1.11.1.7) : secrétées par les cellules des 

plantes, sont également des glycoprotéines monomères ayant des fonctions spécifiques dans 

des tissus multiples tel que: élimination de H2O2 à partir de chloroplastes et cytosol, oxydation 

des composés toxiques, biosynthèse de la paroi cellulaire, auto-défense envers les blessures, 

biosynthèse de l'éthylène, etc. Les peroxydases les plus connus de cette classe se trouvent en 

abondance dans le raifort, le navet, le radis, la courgette et le soja. Ces peroxydases sont les 

plus étudiés pour le traitement des effluents colorés grâce à leurs propriétés biocatalytiques, 

Monomère 

 

Calcium  

 

Hémine 

 

(a) (b) 
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leur grande spécificité vis-à-vis une large gamme du substrat, leur meilleure stabilité et le plus 

important la facilité d‘extraction à partir des matières végétales [113]. 

II.1.5.  Mécanisme réactionnel de la peroxydase 

Le cycle catalytique de la peroxydase en présence de peroxyde d'hydrogène est simplifié sur la 

figure II-3. Tout d'abord, Le groupement hème de l'enzyme qui contient un atome de fer tétravalent 

réagit avec une molécule de peroxyde d'hydrogène pour donner le composé I. Ce composé de charge 

positive est un cation radical porphyrine. Au cours de cette étape de la réaction, le peroxyde 

d'hydrogène est réduit à l'eau tout en oxydant l'enzyme. Un équivalent oxydant réside sur le fer, 

générant l‘oxyferryl (Fe(IV)=O) comme intermédiaire.  

 

Figure  II-3 : Mécanisme d‘oxydation des composés phénoliques en présence de peroxyde 

d‘hydrogène par la peroxydase [114]. 

 

Figure  II-4 : Mécanisme réactionnel de la peroxydase [114]. 

Native hème  +  H2O2 + e- + H+ Composé I  + H2O 

Composé I +   RH2 Composé II  +  RH.+ e- + H+ 

Composé II +   RH2 Native hème + RH. +  H2O 

RH.      +     RH. HR - RH (ou  RH2 + AOx) 
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Le composé I oxyde le substrat (RH2) pour donner le radical (RH•). Il subit une seconde oxydation 

générant le composé II neutre qui contient un centre oxyferryl coordonné à un ligand porphyrique 

normal (dianionique). Le composé II ainsi obtenu réagit avec une seconde molécule de RH2 et libère 

simultanément de l'eau. Finalement, le composé II est réduit à la forme ferrique correspondant à l'état 

natif initial de l'enzyme [114]. La figure II-4 présente le mécanisme d‘oxydation des composés 

phénoliques y compris les colorants: 

II.1.6.  Application de la peroxydase dans la dégradation des colorants 

Les peroxydases sont parmi les enzymes les plus utilisées pour éliminer les composés toxiques de 

l'environnement et surtout les composés aromatiques en raison de leurs propriétés intéressantes comme 

la disponibilité, la spécificité vis-à-vis d‘une large gamme de substrat et la stabilité aux pH et aux 

températures extrêmes. La peroxydase a la capacité de dégrader ou de transformer les colorants en 

milieu aqueux en composés insolubles facilement séparables par filtration ou par précipitation. Leur 

action catalytique en présence de peroxyde d‘hydrogène sous des conditions modérées de pH et de 

température, provoque un clivage des cycles aromatiques d‘où l‘on obtient la disparition de la couleur 

[115]. Cette enzyme a montré son efficacité non seulement dans la dégradation des colorants mais 

aussi les phénols, qui constituent pour la plupart des colorants, la matière première dans le procédé de 

synthèse, et qui par conséquent est susceptible d‘être retrouvé dans les rejets aqueux de l‘industrie 

textile [116] 

Plusieurs travaux scientifiques ont mis la lumière sur l‘utilisation des peroxydases de différentes 

sources pour le traitement des effluents colorés. Les peroxydases végétales extraites à partir des 

plantes possèdent également des grandes potentialités pour dégrader les colorants azoïques. Elles ont 

pris une part importante dans le traitement enzymatique des effluents colorés de différentes classes 

tinctoriales. Comparées aux enzymes d‘origine microbienne, elles sont plus faciles à extraire et à 

mettre en œuvre. Le navet, le radis noir, toute la famille des Brassicassés et les graines de Soja sont les 

sources qui ont été les plus étudiées et utilisées pour le traitement des rejets industriels chargés en 

colorants [117].  

Le mécanisme d‘oxydation des colorants azoïques par la peroxydase est proposé dans la figure II-

5Un électron du radical phénolique de la molécule du colorant azoïque est oxydé en deux fois, 

successivement, par la peroxydase en présence du peroxyde d‘hydrogène pour donner un ion 

carbonium du cycle aromatique du colorant. Ensuite, une molécule d‘eau réagit avec le carbone 

phénolique ionisé portant la liaison azoïque en formant un intermédiaire hydroxyle instable qui sera 

décomposé en quinone et  amidophenyldiazine. Ce dernier composé est aussi oxydé mais cette fois par 

l‘oxygène en donnant un radical phenyldiazène qui conduit après l‘élimination du nitrogène à la 
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formation d‘un radical phénolique oxydé finalement par l‘oxygène en donnant un produit non toxique. 

Ce mécanisme conduit à la détoxification des colorants azoïques où aucune amine aromatique n‘est 

formée [114]. 

 

Figure  II-5 : Mécanisme du clivage de la fonction azo des colorants par la peroxydase [114].  

Bunia et al [118], ont montré l‘efficacité de la peroxydase de raifort noir (HRP) dans la 

dégradation de certains colorants azoïques très utilisés industriellement. Ils ont prouvé sa spécificité 

vis-à-vis de plusieurs colorants tel que : bleu Remazol et rouge cibacron. Pour le bleu Remazol, la 

peroxydase a donné une meilleure activité enzymatique à pH acide 2.5 qu‘à pH neutre. Cette source 

végétale a été largement utilisée dans le traitement des colorants de différentes classes tinctoriales. Le 

tableau II-1 résume quelques travaux démontrant l‘efficacité de la peroxydase extraite de différentes 

plantes dans la dégradation des colorants et des effluents colorés issus principalement de l‘industrie 

textile.  

Le navet, un légume bon marché (comparé au HRP) cultivé dans divers pays dans le monde, 

présente une source contenant une activité peroxydasique importante [119]. La décoloration de 

quelques colorants acides par la peroxydase de navet a été significativement achevée en présence de 1-

hydroxybenzotriazole (HOBT). La dégradation totale a été obtenue après une heure de réaction pour 

un pH de 5.0 et une température de 40°C [120]. Matto et Husain ont pu dégrader cinq colorants 

azoïques directs, très utilisés dans l'industrie textile, et par addition de divers médiateurs rédox  par 

utilisation de la peroxydase extraite du navet et purifiée par fractionnement avec le sel sulfate 

d‘ammonium. Une décoloration totale des colorants et leur mélange à été réalisée à pH 5.5 et une 

température de 30°C en présence de 0.6 mM de HOBT et acide Violurique [121]. 

Peroxydase 

H2O2 
Peroxydase 

H2O 

+ 

Produit non toxique 

+                                        

N2 

O2 
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Tableau  II-1 : Dégradation des colorants et des effluents par la peroxydase des plantes  

Source d’enzyme Colorant /Effluent Conditions expérimentales et résultats Réf 

Navet  Cinq colorants 

acides 

Dégradation de 62% à 100% pour des concentrations en 

colorant de 40 à 170 mg/L en présence de 2.0 mM HOBT à 

pH5.0 et T=40°C. 

[120] 

 
Colorants directs Décoloration est en maximum en présence de 0.6 mM 

d‘un oxydoréducteur à pH5.5 et à T=30°C 

[121] 

 

Effluent textile Les effluents textiles de couleur rouge et bleu sont 

éliminés avec un rendement de 75 à 80 % pour une 

concentration de l‘enzyme 0.423 UI/mL à pH 5.0 et 

T=40°C. 

[122] 

Raifort  noir 

(HRP) 

bleu Remazol et 

rouge cibacron 

Pour le bleu Remazol, la peroxydase a donné une 

meilleure activité enzymatique à pH acide 2.5 qu‘à pH 

neutre 

[118] 

 
Orange II Efficacité de dégradation de plus de 90% du colorant 

dans un système continu pendant 36h 

[123] 

 Jaune direct 12 Capacité d‘oxydation augmente avec l‘augmentation de 

la concentration de l‘enzyme et H2O2 à pH 4.0 

[124] 

 Remazol Turquoize 

Blue G, Lancet Blue 

2 R 

Le taux de conversion de Remazol Turquoize Blue G et 

Lancet Blue 2 R est successivement 59% et 94%. Pour 

l‘effluent textile, la décoloration était 52%. Le test de 

toxicité envers Daphnia magna a montré une réduction 

de la toxicité après traitement enzymatique. 

[125] 

 Noir acide 10BX L‘enzyme immobilisée dans le gel acrylamide donne une 

meilleure d‘efficacité d‘élimination si en le comparant avec 

celle immobilisée dans l‘alginate grâce aux limitations 

diffusionnelles et l‘enzyme libre.  

[126] 

Tomate Colorants directs Dégradation maximale des colorants à pH6.0 et T=40°C. [127] 

 Effluent textile Décoloration de l‘effluent textile rouge et bleu est 

respectivement  69% et 59% à 0.705UI/mL de l‘enzyme, 

pH6.0 et T=40°C. 

[122] 

Courgette  Jaune direct 106 Les conditions physicochimiques optimales sont : 

pH=2.0 et T=20°C avec l‘enzyme libre et immobilisée. 

Pour l‘enzyme libre [H2O2]=1mM, [col]=50mg/L, 

t=2min, R=87%. Cependant avec l‘enzyme immobilisée 

[H2O2]=100mM, [col]=80mg/L, t=15min, R=75% 

[96] 

Gains de soja Jaune direct 11 Elimination de 48% du colorant pendant 90 min [128] 

Radis blanc  Rouge réactif 120 

Bleu réactif 171 

Décoloration maximale entre 56–81%  à pH 5.0  et 

T=40°C pendant 1 h en présence de 1.0 mM de HOBT 

[129] 
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Tableau II-1 (à suivre) 

Source d’enzyme Colorant /Effluent Conditions expérimentales et résultats Réf 

Courge amère  Effluent textile Décoloration maximale de 70% en présence de 0.1 mM 

de HOBT à pH 5.0 et T=40°C et une décoloration de 

plus de 90% de l‘effluent après 3h de traitement dans un 

système batch. L‘enzyme immobilisée donne 59% de 

dégradation après sa dixième réutilisation  

[71] 

 Rouge disperse 17 et 

marron disperse 1 

Ces colorants sont dégradés successivement avec un taux 

de  90% et 65% pour des concentrations 25 à50 mg/L en 

présence de 0.1mM de HOBT à pH3.0, T=37°C et t=1h. 

[130] 

 21 colorants et leur 

mélange 

Dégradation de 7 à 100% pour des concentrations de 

colorant entre 50 à 200 mg/L en présence de 0.1 mM de 

HOBT, 0.6mM de H2O2, pH=5.7, T=37°C et t=1h. 

[131] 

 

II.2.  LES ENZYMES ET LA CINÉTIQUE ENZYMATIQUE   

Les innombrables réactions biochimiques différentes dont la matière vivante est le siège sont 

presque sous la dépendance de catalyseurs biologiques remarquables appelés enzymes.  Les enzymes 

sont des protéines douées d‘un énorme pouvoir catalytique, accélérant la vitesse des réactions jusqu‘à 

1016 fois la vitesse des réactions non catalysées, la spécificité de leur action, et de leur fonctionnement 

dans des conditions de températures relativement économique en font des catalyseurs très compétitifs 

face à ceux des procédés chimiques industriels classiques [132,133]. Selon le type des réactions 

catalysées, les enzymes sont classées successivement en Oxydoréductases, Transférases, Hydrolases, 

Lyases, Isomérases, et Ligases [103]. Les enzymes sont influencé par des paramètres physiques et 

chimiques tel que : le pH, la température, La concentration du substrat et d’enzyme, les inhibiteurs et 

Les activateurs [134]. 

II.2.1.  Réactions enzymatiques à un seul substrat : 

L‘équation de Henri qui est à l‘origine de l‘équation de vitesse de Michaelis-Menten repose sur 

l‘observation suivante : la vitesse initiale d‘une réaction est directement proportionnelle à la 

concentration de la préparation enzymatique, mais augmente de manière non linéaire avec la 

concentration du substrat, jusqu‘à une vitesse maximale limite. En 1913, Lenor Michaelis et Maude 

Menten, reprenant un travail de Victor Henri, firent l‘expression de base de la cinétique enzymatique : 

Il est alors possible d‘établir l‘équation de Michaelis et Menten [104,135] : 

𝐕𝟎 =
𝐕𝐦𝐚𝐱[𝐒]𝟎

𝐊𝐦+[𝐒]𝟎
                                                                  ( II-1) 
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Où  V0 et [S] 0 sont respectivement la vitesse initiale de la réaction et la concentration initiale du 

substrat. Vmax est la vitesse maximale de la réaction qui permet d‘obtenir la constante catalytique de la 

réaction lorsque la concentration des sites actifs [E]T est connue car Vmax = kcat [E]. La constante 

catalytique (Kcat) est également appelée le turnover number d‘une enzyme car elle est égale au 

nombre de molécules de substrats converties en produit par unité de temps par une seule molécule 

d‘enzyme à saturation. Km, est appelée la constante de Michaelis. Pour la plupart des enzymes, la 

valeur de Km dépend de l‘affinité l‘enzyme vis-à-vis le substrat [136]. L‘équation de Michaelis-Menten 

décrit une hyperbole équilatère comme celle représentée dans la figure II-6 : 

 

Figure  II-6 : Variation de la vitesse initiale en fonction de la concentration initiale du substrat pour 

une réaction de Michaelis-Menten [137]. 

Il existe plusieurs moyens de déterminer les paramètres de l‘équation de Michaelis-Menten. Pour des 

concentrations en substrat [S] très élevées, la vitesse initiale V0 approche de manière asymptotique 

Vmax. Cependant, il est pratiquement très difficile de mesurer Vmax avec précision d‘après des tracés 

directs de V0 en fonction de [S]0 comme celui de la figure II-6. Même pour [S]0 =10Km, l‘équation 

montre que V0 n‘est égale qu‘à 91% de Vmax ce qui fait que la valeur obtenue par extrapolation sera 

presque certainement sous-estimée. Une méthode plus précise pour déterminer les valeurs de Vmax et 

de Km, qui a été formulée par Hans Lineweaver et Dean Burk, utilise les inverses de l‘équation : Il 

s‘agit d‘une relation linéaire entre  
1

V0
 et  

1

[S]0
.  Si l‘on porte graphiquement ces valeurs, on obtient la 

représentation Lineweaver-Burck appelée représentation en double inverse [132,133] (figure II-7) : 

𝟏

𝐕𝟎
=

𝐊𝐦

𝐕𝐦𝐚𝐱
 

𝟏

[𝐒]𝟎
 +

𝟏

𝐕𝐦𝐚𝐱
                                                   (‎II-2) 
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Figure  II-7 : Représentation graphique en double inverse selon Lineweaver-Burck [132]. 

II.2.2.  Inhibition par excès du substrat 

Pour certains enzymes, il est possible qu‘une seconde molécule de substrat se fixe sur le complexe 

enzyme-substrat, ES, pour donner un complexe inactif, SES. Le mécanisme est analogue à celui qui est 

habituellement envisagé pour expliquer l‘inhibition incompétitive, et l‘équation de vitesse a la forme 

suivante : 

𝐕𝟎 =
𝐕′[𝐒]𝟎

𝐊′𝐦+ 𝐒 𝟎 𝟏+
 𝐒 𝟎
𝐊𝐬𝐢

 
=

𝐕′[𝐒]𝟎

𝐊′𝐦+[𝐒]𝟎+
[𝐒]𝟎

𝟐

𝐊𝐬𝐢

                                      (‎II-3) 

 

Où les paramètres V‘ et Km
′  sont satisfait aux conditions habituelles des paramètres de Michaelis 

et Menten. La courbe de V0 en fonction de [S]0 est représenté dans la figure II-8, avec le graphique 

correspondant de 1/V0 en fonction de 1/[S]0 ; ce dernier graphique n‘est pas une droite mais adopte  

l‘allure d‘une parabole. Toutes fois, si Ksi est beaucoup plus grand que Km
′  (comme c‘est 

habituellement le cas), il est suffisamment linéaire aux faibles valeurs de [S] pour que V‘ et Km
′  soient 

estimés à partir de celui-ci de la façon habituelle [138]. 
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Figure  II-8: Représentation graphique de l‘inhibition par excès de substrat, (a) : Variation de V0 en 

fonction de [S]0 sans et avec inhibition, (b) : Linéarisation  selon Lineweaver-Burck [138]. 

II.2.3.  Réactions enzymatique à deux substrats 

      Les réactions enzymatiques qui impliquent deux substrats et qui conduisent à la formation de deux 

produits représentent environ 60% des réactions enzymatiques connues. Presque toutes ces réactions 

sont des réactions catalysées soit par des transférases, ou soit par des oxydoréductases selon la réaction 

suivante [133] : 

 

La présence de deux substrats pose le problème de leur ordre de fixation sur l‘enzyme. Il en est de 

même pour l‘ordre de libération des produits de réactions, lorsqu‘il y en a plusieurs. Si les deux 

substrats se fixent l‘un après l‘autre avant que les produits de réaction ne quittent l‘enzyme, on dit que 

la fixation est séquentielle. Si c‘est toujours le même substrat que se fixe le premier, on dit que la 

fixation est ordonnée. Au contraire, celle-ci est aléatoire si les deux substrats peuvent se fixer dans 

n‘importe quel ordre. Les mécanismes où un produit ou plusieurs sont libérés avant que tous les 

substrats aient été ajoutés sont appelés des réactions Ping-Pong. On utilise des schémas dits de Cleland 

(figure II-9) pour rendre plus clairs les évènements qui se déroulent [139] : 

A + B P  +  Q 
E 

Aucune inhibition par le substrat 

 

+Effet de l‘inhibition 

par le substrat 

Maximum pour [S]= (K‘mKsi)
1/2
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Figure  II-9 : Représentation schématique des mécanismes enzymatiques à deux substrats selon 

Cleland [138]. 

Pour en étudier la cinétique et faire la distinction entre ces différents mécanismes de réactions à 

deux substrats, on trace les courbes en doubles inverses (1/V0=f (1/[S]0). Une autre méthode plus facile 

permet d‘étudier la cinétique des réactions à deux substrats où on se place dans des conditions 

artificielles. On mesure les variations de vitesse de la réaction en présence de concentrations très 

élevée du composé B lorsqu‘on fait varier la concentration de A, puis on fait de même avec une 

concentration  élevée, non limitante de A. Ainsi, on se ramène à une cinétique à un seul substrat. On 

définit une constante de Michaelis Km
A  et Km

B  pour chaque substrat [133,139]. 

II.3.  IMMOBILISATION DES ENZYMES 

II.3.1.  Définition et caractéristiques de l’immobilisation 

Les problèmes liés à l‘inactivation de l‘enzyme libre et à sa séparation du produit d‘une réaction, 

ont amené les chercheurs à s‘orienter vers l‘idée de ne plus mélanger l‘enzyme libre au substrat mais 

de faire passer le substrat sur l‘enzyme fixée au préalable dans un support solide, ce qui permet de 

récupérer l‘enzyme et de la réutiliser à nouveau ou bien de mettre en œuvre cette enzyme dans un 

a-Mécanisme séquentiel (à complexe ternaire) ordonné 

b-Mécanisme séquentiel (à complexe ternaire) aléatoire 

c-Mécanisme ping-pong (à enzyme modifié) 
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bioréacteur à fonctionnement continu. L'immobilisation de protéines, et en particulier d'enzymes, sur 

des supports solides, est à l'origine d'un grand nombre d'applications dans les domaines biomédical, 

environnemental et industriel. Lorsqu'elles sont utilisées en tant que biocatalyseurs, par exemple pour 

la production de molécules chirales (chimie, pharmacie) ou pour la transformation de produits naturels 

(agroalimentaire), il est indispensable, au plan économique, de prolonger la durée d'utilisation des 

enzymes. Leur immobilisation sur support solide permet généralement d'augmenter leur stabilité au 

cours du temps et procure également un moyen efficace pour les opérations de séparation / recyclage, 

en mode discontinu, ou de rétention dans l'espace réactionnel, pour un réacteur en fonctionnement 

continu. Parmi les qualités recherchées pour les matériaux constituant les supports, l'inertie chimique 

et le faible coût sont primordiaux [140]. 

II.3.2.  Méthodes d'immobilisation des enzymes 

Les méthodes d‘immobilisations des enzymes peuvent être subdivisées selon leur fixation en deux 

méthodes (figure II-10) [141,142]. 

II.3.2.1.  Méthodes irréversibles 

a) Immobilisation par liaisons covalentes : son avantage réside essentiellement dans la solidité de 

la liaison enzyme-support, mais la nécessité d‘activer certains supports, puis de procéder à des 

réactions chimiques délicates de fixation représente un inconvénient certain. L‘enzyme ainsi 

fixée acquiert des propriétés exceptionnelles de résistance aux variations de températures, et de 

pH.  

b) Immobilisation par inclusion : revient à emprisonner l‘enzyme dans les mailles d‘un réseau 

d‘une matrice polymérique : gel de polyacrylamide, d‘amidon, d‘alginate, de carraghénanes, 

etc. l‘enzyme fixée se présente sous forme de billes, de capsules, de membranes. C‘est un 

procédé simple, économique, universel et valable pour toutes les enzymes mais les risques de 

fuite sont non négligeables si les mailles du réseau sont larges ; la cinétique enzymatique est 

compliquée par des phénomènes de diffusion de substrats et de produits si la réticulation est très 

serrée. 

c) Immobilisation par microencapsulation : l‘enzyme en solution aqueuse est enfermé dans des 

microcapsules sphériques, dont la paroi est une membrane semi-perméable qui peut être liquide 

ou solide. Cette membrane retient l‘enzyme, mais laisse passer le substrat S et le produit P. Les 

microcapsules, dont le diamètre moyen est de 50 μm, peuvent être réalisées par polymérisation 

interfaciale. 

d) Immobilisation par réticulation : en traitant un enzyme par un agent chimique hydrosoluble 

bi-fonctionnel et susceptible de réagir sur les groupements fonctionnels libres de celui-ci, on 
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obtient un réseau enzymatique tridimensionnel et insoluble. Cette méthode a l‘avantage de 

fournir des dérivés insolubles constitués presque exclusivement d‘enzymes. Malheureusement, 

les produits sont gélatineux et difficiles à filtrer, leurs propriétés mécaniques sont médiocres 

accompagné d‘une perte importante d‘activité enzymatique. 

 

 

Figure  II-10 : Méthodes réversibles et irréversibles d‘immobilisation des enzymes [140]. 

 

II.3.2.2.  Méthodes réversibles 

a) Immobilisation par adsorption: Dans ce procédé, l'enzyme est retenue à la surface d'un corps 

adsorbant, minéral ou organique, grâce à des liaisons de Van der Waals et à des interactions 

homophiles (hydrophobes et/ou hydrophiles), mais les risques de désorption de l‘enzyme sont 

importants, et la fixation ne peut être considérée comme spécifique.  

b) Immobilisation par liaisons ioniques : S‘effectue entre la protéine enzymatique et le support 

lipophile qui contient des résidus échangeur des ions. La fixation au support est facile mais elle 

cause des changements dans la conformation de l‘enzyme et son site actif. 

c) Immobilisation par liaisons d’affinités : Il existe une complémentarité entre les biomolécules 

de l‘enzyme et le support. Cette sélectivité remarquable constitue le majeur avantage dans la 

méthode. 

Liaisons covalentes 

 

 

Inclusion 

 

 

 

 

 

Microencapsulation 

 

 

 

 

 

 

Réticulation 

Adsorption 

 

Liaisons ioniques 

 

Liaison d‘affinités 

 

Liaisons métalliques 

 

Ponts disulfures 

 Méthodes réversibles Méthodes irréversibles 
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d) Immobilisation par liaisons métalliques : Les sels métalliques transitoires et les hydroxyles 

sont déposés à la surface des supports par coordination avec les groupements nucléophiles dans 

les matrices. Ils sont précipités sur différents supports (cellulose, chitine, alginate) par le 

chauffage ou par la neutralisation.   

e) Immobilisation par ponts disulfures : Cette méthode est unique car, malgré la formation d‘une 

liaison covalente stable entre la matrice et l‘enzyme, il est possible d‘avoir sa rupture par la 

réaction avec des agents appropriés comme le dithiothreitol (DTT) dans des conditions douces. 

II.3.3.  Limitations diffusionnelles 

Lorsqu‘un biocatalyseur, soit une enzyme ou une cellule, est immobilisée dans ou sur un support, 

la vitesse de réaction est souvent limitée par des transferts de matière à l‘intérieur ou à l‘extérieur de ce 

support. En effet le processus global de la transformation du substrat met en jeu plusieurs étapes : le 

transport du ou des substrats de la solution jusqu‘au niveau du catalyseur ; la transformation des 

substrats en produits au niveau du catalyseur ; le transport en sens inverse du ou des produits du 

catalyseur jusque dans la solution (figure II-11). Si avec des enzymes solubles l‘étape de la réaction est 

la seule limitante, par contre avec des enzymes fixées sur des supports, les étapes de transfert des 

substrats et des produits peuvent aussi devenir limitantes. Ceci résulte à la fois des fortes 

concentrations locales de biocatalyseurs et des vitesses relativement faibles de transports des différents 

composés dans les solides. Ainsi avec des supports suffisamment actifs on observe généralement des 

gradients de concentration de substrats et de produits à l‘intérieur ou à l‘extérieur des supports [143]. 

En présence de limitations diffusionnelles la concentration de substrat diminue progressivement de la 

solution vers l‘intérieur du support. Au contraire les produits tendent à s‘accumuler dans ou au voisinage 

du support, avec une augmentation de leur concentration de la solution vers l‘intérieur. Un 

appauvrissement des substrats et une accumulation des produits dans le microenvironnement des enzymes 

peuvent évidemment en modifier les activités. La plupart du temps ces phénomènes de limitations 

diffusionnelles résultent en une baisse de l‘activité apparente du catalyseur, et, par conséquent, en une 

moins bonne performance de l‘ensemble du réacteur [141].  

L'activité catalytique de l'enzyme immobilisée est affectée principalement par les limitations 

diffusionnelles interne et externe. Les propriétés biochimiques, le type de réaction et la cinétique de 

l‘enzyme ainsi que les propriétés chimiques et mécaniques du support d‘immobilisation, tous ces 

paramètres peuvent affecter le transfert de masse interne du substrat et du produit. 
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Figure  II-11 : Gradients de concentration pour le substrat et le produit en présence de limitations 

diffusionnelles. Les enzymes sont immobilisées à l‘intérieur du support poreux [141]. 

Le génie chimique et enzymatique a développé un ensemble de méthodes générales de calcul qui 

permettent de quantifier ces interférences diffusionnelles. Evidemment ces calculs supposent, en plus de la 

cinétique intrinsèque de la réaction enzymatique, une bonne maitrise des différentes étapes de transfert de 

matière. On est ainsi amené à distinguer deux étapes de transport : le transport des substances à l‘extérieur 

des supports solides et de la diffusion à l‘intérieur des milieux poreux. L‘impact des contraintes 

diffusionnelles sur la vitesse globale de bioconversion enzymatique peut être quantifié à travers deux 

grandeurs [140] :  

a) Le facteur d‘efficacité η : définit par : 

𝛈 =  
𝒗𝒊𝒕𝒆𝒔𝒔𝒆 𝒊𝒏𝒊𝒕𝒊𝒂𝒍𝒆  𝒅𝒆 𝒍"𝒆𝒏𝒛𝒚𝒎𝒆 𝒍𝒊𝒃𝒓𝒆

𝒗𝒊𝒕𝒆𝒔𝒔𝒆 𝒊𝒏𝒊𝒕𝒊𝒂𝒍𝒆 𝒅𝒆 𝒍′𝒆𝒏𝒛𝒚𝒎𝒆 𝒊𝒎𝒎𝒐𝒃𝒊𝒍𝒊𝒔é𝒆
                                                              ( II-4) 

b) Le module de Thiele ϕ :  

 =  
𝟏

𝛈
 

𝟏

𝐭𝐚𝐧𝐡𝟑
−

𝟏

𝟑
                                                          ( II-5) 

L'estimation des paramètres adimensionnelles η et Φ, connues respectivement, comme le facteur 

d'efficacité et le module de Thiele, est très important, car ils relient la vitesse de réaction au taux de 

diffusion. La connaissance du facteur d‘efficacité η est d'une importance cruciale pour l'analyse 

quantitative du bioprocédés en utilisant les biocatalyseurs immobilisées. Le module de Thiele, c‘est la 

valeur qui détermine l'importance des limitations diffusionnelles et par conséquent des gradients de 

concentrations à l'intérieur du support. Lorsqu‘elle est très faible, la diffusion du substrat n'est pas 

limitante et les concentrations sont particulièrement uniformes. Par contre aux fortes valeurs de Φ 

lorsque la quantité d'enzymes immobilisées est élevée, la diffusion interne devient limitante et on 

obtient des gradients de concentration de substrat prononcé dans le support [144].   
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II.4.  BIORÉACTEURSÀ ENZYMES IMMOBILISÉES 

II.4.1.  Définition du bioréacteur enzymatique 

C‘est le lieu de la réaction biochimique catalysée par des enzymes transformant un substrat en 

produit. Le bioréacteur enzymatique constitue le cœur des unités de fabrications biochimiques, 

rencontrées aussi bien dans les complexes de biosynthèses et actuellement dans le traitement et la 

biodégradation des effluents. Dans de telles unités industrielles, le réacteur est généralement entouré 

d‘appareillages, placés en amont et en aval, permettant les traitements physiques des matières 

premières et des produits de la réaction. Le réacteur est ainsi conçu en fonction du type de processus 

qui doit s‘y dérouler. La réaction enzymatique peut ainsi être produite en discontinu (batch), en 

alimentation continue (fed batch) ou totalement en continu (alimentation et soutirage [145]. 

II.4.2.  Principe de choix et de dimensionnement 

Les réactions enzymatiques sont conduites généralement dans des réacteurs dont le choix du  

design et de la configuration est fait en considérant plusieurs paramètres tels que le type de la  réaction 

mise en œuvre, la nature de la molécule d‘intérêt, la quantité à produire, la forme de l‘enzyme 

utilisée(libre ou immobilisée) et son coût. Ainsi, il existe des réacteurs industriels pour la catalyse 

homogène (enzymes libres) quand le coût du catalyseur est suffisamment faible pour permettre son 

utilisation unique et pour la catalyse hétérogène (enzymes immobilisées) qui permet la récupération et 

la réutilisation du catalyseur quand celui-ci est au contraire coûteux [146]. 

II.4.3.  Principales configurations des bioréacteurs enzymatiques 

Les réacteurs peuvent être plus ou moins élaborés dans leur conception et disposer de plus ou 

moins de matériel annexe. La plupart des réacteurs sont cylindriques ou parallélépipédiques mais ils 

peuvent aussi être cylindroconiques pour permettre de travailler sur des petits volumes en conférant 

une meilleure récupération. Les réacteurs disposent généralement de plusieurs entrées pour permettre 

d’ajouter des accessoires ou pour pouvoir intervenir sur le milieu réactionnel. Par ces entrées peuvent 

ainsi être introduits dans le système des capteurs de mesure physique (sonde de température, électrode 

de pH, sonde de pression…), des sondes de distribution (liquide, gaz…), etc. La température, par 

exemple, est régulée soit par le biais d’une double enveloppe à circulation continue, soit par l’ajout 

d’un thermoplongeur directement dans le système [147]. 
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Figure  II-12 : Principales configurations des bioréacteurs enzymatiques [147]. 
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La réaction enzymatique est conduite dans un réacteur. Cela implique des dispositifs qui peuvent 

être très simples ou complexes en faisant intervenir des appareils annexes (pompe péristaltique,…). 

Les réacteurs enzymatiques sont utilisés de l’échelle laboratoire à l’échelle industrielle. Leur capacité 

peut ainsi varier de quelques millilitres à des centaines de mètres cubes. Une présentation générale et 

rapide des principaux bioréacteurs est nécessaire. Les principaux appareils utilisés pour effectuer des 

bioréactions sont les cuves mécaniquement agités, les réacteurs à membranes, les réacteurs 

électroenzymatiques, et, enfin, les réacteurs à lit fixe et fluidisé. La figure II-12 représente les 

configurations de ces bioréacteurs, celle du réacteur à lit fixe sera expliquée juste ultérieurement 

[147]. 

 

II.4.4.  Bioréacteur enzymatique à lit fixe 

C‘est actuellement le type de réacteur le plus répandu. Une colonne est remplie d‘un 

garnissage des particules poreuses contenant les enzymes. Le substrat à traiter circule d‘une manière 

ascendante ou descendante, avec éventuellement un recyclage de la sortie vers l‘entrée. Dans ce 

réacteur, les enzymes sont immobilisées sur des supports (particules ou billes) qui  sont chargés dans 

un lit fixe (figure II-13-a).  L‘alimentation peut se faire de bas en haut ou de haut en bas selon le type 

de construction (figure II-13-b). Le réacteur à lit fixe permet à la fois d‘avoir une importante 

productivité et un produit final exempt d‘enzymes étant donné que celles-ci sont confinées dans le 

réacteur, évitant ainsi une étape finale de séparation du biocatalyseur et du produit [147] .  

Si l‘on considère l‘écoulement du milieu liquide, le lit fixe présente l‘avantage de se rapprocher 

d‘un écoulement type piston, c‘est-à-dire de minimiser le mélange axial dans la colonne et un 

gradient décroissant de concentration en substrat est observé entre l‘entrée et la sortie, parallèlement à 

un gradient croissant en produit. Ce type de réacteur est donc particulièrement adapté dans le cas d‘une 

inhibition par le produit. L‘alimentation du lit fixe se fera de manière ascendante (le plus souvent) ou 

descendante, suivant les caractéristiques du support et de la solution d‘alimentation [135].  
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Figure  II-13: Représentation de bioréacteur enzymatique à lit fixe : (a) : du haut vers le bas, (b) du bas 

vers le haut [147,148]. 

Les réacteurs à lit fixe sont utilisés pour la mise en œuvre des réactions à l‘échelle industrielles 

principalement en raison de leur efficacité, leur faible coût et de la simplicité de leur conception. La 

réaction à lieu en continu ce qui permet un meilleur contrôle du procédé, une productivité plus élevé et 

l‘obtention de produits plus homogène. En plus, avec la plupart des cinétiques enzymatiques, 

l‘absence de rétromélange dans le lit fixe conduit, à volume de réacteur égal, à des performances 

supérieures à celles d‘un réacteur continu bien mélangé. Les réacteurs à lit fixe constituent la 

configuration classique utilisée dans la conduite de réactions catalytiques hétérogènes à grande échelle 

et ils sont couramment utilisés dans les procédés à enzymes immobilisées, pour le traitement d‘eaux 

et d‘effluents [149]. Il est cependant important de noter que ce réacteur conduit à une forte perte de 

charge ainsi qu‘au risque de colmatage du lit et d‘importantes limitations diffusionnelles ce qui réduit 

ses performances.  Par  ailleurs,  on  note  dans  certains  cas  la  compaction  du  lit  ou  la  

désactivation des enzymes [150]. 
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II.4.5.  Calcul de réacteur à lit fixe à enzymes immobilisées 

Selon leurs applications les réacteurs à lit fixe à enzymes immobilisées fonctionnent en continu. 

Dans ce mode de fonctionnement il y a une alimentation continue des substrats et un soutirage 

continu des produits. La plupart du temps le volume de liquide à l‘intérieur du réacteur est maintenu 

constant avec un débit de soutirage égal au débit d‘alimentation La performance d‘un réacteur 

continu, exprimé par le degré de conversion de substrat à la sortie du réacteur, en plus de la cinétique 

de la réaction mise en œuvre dépend aussi de l‘hydrodynamique de la phase liquide à l‘intérieur du 

réacteur [151]. 

Un élément de fluide entrant progresse régulièrement dans le réacteur sans se mélanger avec les 

éléments antérieurs ou postérieurs. Tous les éléments de fluide ont donc le même temps de séjour à 

l‘intérieur de l‘installation. Comme principale différence avec le réacteur mélangé,  les 

concentrations n‘y sont plus uniformes : la concentration de substrat diminue progressivement de 

l‘entrée à la sortie, tandis que le niveau de produit augmente. Dans ces conditions la vitesse de 

réaction varie également selon la position dans le réacteur, et il n‘est plus possible d‘écrire un simple 

bilan substrat sur l‘ensemble de l‘installation. On considère dans un premier temps que l‘écoulement 

est du type piston, ce qui permet d‘écrire un bilan substrat sur un élément différentiel de réacteur de 

volume dV (figure II-14) [148]. D‘une manière générale, Le bioréacteur est calculé à travers les 

bilans, en se basant sur certaines hypothèses telles que ;  

 Réaction isothermique dans un réacteur à lit fixe garnie par une enzyme immobilisée dans 

des billes sphériques opéré avec un régime permanent. 

 Réaction enzymatique d‘ordre un ;   

 Les particules sphériques sont distribuées uniformément dans le bioréacteur 

 Ecoulement hydrodynamique du liquide est analogue à celui du réacteur piston 

 

Le bilan établit pourra être donc représenté comme suit :  

Vitesse d’entrée + vitesse de production = vitesse de sortie + vitesse de variation interne  
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Figure  II-14 : Elément de volume dV de réacteur à lit fixe considéré pour l‘établissement du bilan 

sur le substrat [148]. 

 

Lorsque la vitesse r par unité de volume est exprimée en fonction des diverses concentrations, 

l‘équation différentielle donne la variation de concentration dS lorsque le fluide progresse d‘un volume 

dV dans le réacteur. Intégrée cette équation donne l‘évolution de S dans le réacteur, et par la suite la 

concentration S à la sortie. L‘objectif fixé par une modélisation d‘un réacteur est de pouvoir calculer 

son volume total et par conséquent la détermination de son diamètre et sa hauteur qui nous permet de 

faire une conception d‘un bioréacteur. Donc, en appliquant la formule ci-dessus on trouve : 

Vitesse d‘entrée – vitesse de sortie + vitesse de production =0 

D.[S] – D ([S]+d[S]) –rsηdV (1-ε)=0                                                   ( II-6) 
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Tel que : 

[S] : Concentration du substrat en mg/L 

D : Débit volumique de la solution aqueuse à traiter en mL/h 

rs: Vitesse de la réaction enzymatique exprimée en mg/ (L.min) 

η : Facteur d‘efficacité du biocatalyseur 

V: Volume du bioréacteur exprimé en mL  

ε : Porosité du garnissage du bioréacteur 

L‘intégration de l‘équation (II-6) dépend de l‘ordre de la réaction enzymatique : 

 Si la réaction est d‗ordre 1 ayant la formule suivante : 

𝒗𝟎 =  
𝑽𝒎𝒂𝒙

𝑲𝑺
[𝑺]𝟎                                                    ( II-7) 

 Le volume du bioréacteur sera déterminé comme suit : 

𝑽 =
𝑲𝒔𝑫 𝒍𝒏

[𝑺]𝟎
[𝑺]

𝑽𝒎𝒂𝒙𝜼 𝟏−𝜺 
                                                     ( II-8) 

 Dans le cas d‘une cinétique Michaelienne ayant la formule suivante :  

𝒗𝟎 =  
𝑽𝒎𝒂𝒙[𝑺]𝟎

𝑲𝑴+[𝑺]𝟎
                                                 ( II-9) 

Le volume du bioréacteur sera déterminé comme suit : 

𝑽 =
𝑲𝑴 𝐥𝐧

[𝑺𝟎 ]

 𝑺 
+ 𝑺𝟎  – 𝑺 

𝑽𝒎𝒂𝒙𝛈 𝟏−𝛆 
𝑫                                         ( II-10) 

 

II.4.6.  Traitement des colorants azoïques dans les bioréacteurs enzymatiques à peroxydase 

A l‘échelle industrielle, les réactions enzymatiques sont menées soit dans des réacteurs fermés où 

le substrat et l‘enzyme sont initialement mélangés et où la réaction se déroule sans aucun apport ni 

soutirage, soit en réacteurs continus avec un renouvellement du mélange et une élimination du produit 

formé. Pour cela différentes configurations de réacteurs sont envisageables (réacteur agité, colonne 

garnie, lit fluidisé). Dans les paragraphes suivants, une discussion sur l‘utilisation des différentes 

configurations de réacteur enzymatique à base de la peroxydase est présentée, mettant en œuvre sur 

utilisation et application de chacun d‘eux dans la dégradation des composés aromatiques et plus 

particulièrement les colorants azoïques. Exemples dans la littérature ont résumés dans le tableau II-2 : 

Les réacteurs enzymatiques agités à peroxydase libre ou immobilisé sont les plus étudiés avec les 

trois types de conduite : batch, fed-batch ou continue. Les réacteurs agités discontinus à base des 
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peroxydases de différents sources végétales (les graines de soja et le raifort noir) et les peroxydases 

d‘origine fongique (MnP et LiP) ont été très utilisés pour l‘élimination du phénol et ses dérivés 

[152,153,154] que pour la dégradation des colorants [155,156]. La même constatation a été marqué  

pour les réacteurs agités continus où l'élimination des composés phénoliques contenus dans des eaux 

résiduaires a  été plus étudiés que les colorants et il a été effectuée en utilisant la peroxydase des grains 

de soja et la peroxydase de raifort [157,158]. 

Bien que des efforts aient été faits pour développer les réacteurs enzymatiques à membrane basé 

sur l'immobilisation de peroxydases sur la membrane, les configurations les plus appliqués 

correspondent à l'utilisation de réacteurs de contact direct pour le traitement des eaux usées, avec les 

MnP appliquées aux effluents contenant les colorants. Lopez et al [159] ont étudié la décoloration d‘un 

colorant azoïque orange II par la manganèse peroxydase (MnP). La configuration est composée d'un 

réacteur à cuve agitée couplée à une membrane d'ultrafiltration avec différentes stratégies 

opérationnelles (batch, fed-batch et en continu). Une décoloration de 85% de l‘orange II est trouvée 

pour un mode de conduite continu pendant 18 jours avec un pouvoir catalytique de 42.5 mg de 

l‘orange II oxydé par unité enzymatique de MnP [159].  

La combinaison de la catalyse enzymatique et la production électrochimique de peroxyde 

d‘hydrogène (H2O2) dans un bioréacteur électroenzymatique a été étudié en immobilisant la 

peroxydase de raifort (HRP) pour dégrader le colorant azoïque orange II dans un réacteur à lit fixe à 

deux compartiments et il a été montré que l‘application du procédé électroenzymatique conduit à un 

raux de dégradation supérieur à celui utilisé sans enzyme [160]. 

Les réacteurs à lit fluidisés sont aussi utilisés dans l‘élimination des colorants mais dont la 

majorité des cas en utilisant des microorganismes immobilisés [161,162]. La décoloration du colorant 

azoïque rouge RBN dans un réacteur à lit fluidisé en utilisant l‘alcool polyvinylecomme un support 

d‘immobilisation des cellules bactériennes a été réalisé et différents paramètres ont été étudié comme 

l‘expansion de lit, la densité des billes, la concentration initiale du colorant, le temps de séjour et le 

diamètre des billes [163].  

Peu de travaux et de recherches scientifiques sont impliqués dans la dégradation des colorants 

azoïques dans des bioréacteurs à lit fixe garnis par la peroxydase immobilisée d‘origine végétale. Mais 

on trouve dans l‘autre côté l‘utilisation de ce type de bioréacteur soit pour la dégradation des 

phénols(composé très étudié que les colorants) en utilisant la peroxydase végétale, bactérienne et 

fongique [164,165] soit pour décolorer les colorants textiles et azoïques mais avec des cellules 

immobilisées qui produisent la peroxydase [166,167]. Certains chercheurs ont dégradé certains 
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composés toxiques comme la benzidine dans un réacteur enzymatique garnie par la peroxydase 

extraite du courge amère et immobilisée par inclusion dans l‘alginate de calcium mais à lit horizontal.  

Karim et al ont montré une efficacité d'élimination de la benzidine de40% après un mois du 

fonctionnement continu dans ce type de bioréacteur [168]. 

Le tableau II-2 résume quelques travaux sur l‘utilisation de différentes configurations de 

biréacteurs avec la peroxydase :  

Tableau  II-2: Application des réacteurs enzymatiques pour des réactions peroxydasiques 

  

 

Configuration du 

bioréacteur  

Enzyme  Réaction  Référence  

Réacteur agité 

discontinu 

Peroxydase des graines 

de soja  

Dégradation des phénols [152] 

Peroxydase de raifort Elimination des phénols [153] 

 Chloroperoxydase Époxydation du styrène 

Oxydation Asymétrique 

Réaction d‘halogénation 

[169] 

[170] 

[171] 

 Manganèse peroxydase Dégradation des colorants 

Bioblanchiment du papier ou de la pate  

[154] 

[172] 

 Lignin peroxydase Biodégradation du Pentachlorophénol [173] 

 Bitter gourd peroxydase Élimination des phénols [174] 

Réacteur agité 

continu  

Peroxydase de raifort Élimination du phénol 

Décomposition du peroxyde d‘hydrogène 

Elimination des composés aromatiques 

[158] 

[175] 

[176] 

 Peroxydase des graines 

de soja 

Elimination du phénol [157] 

Réacteur piston  Peroxydase de raifort Traitement des phénols et les amines 

aromatiques  

[177] 

Réacteur à lit fixe  Peroxydase de raifort Elimination du phénol [178] 

Réacteur à lit fluidisé Peroxydase des graines 

de soja 

Peroxydase de raifort 

Elimination du phénol 

 

Elimination du phénol et p-chlorophénol 

[179] 

 

[180] 

Réacteur à 

membrane  

Manganèse peroxydase Elimination des colorants [Erreur ! 

Signet non 

défini.] 

Réacteur 

électrochimique 

Peroxydase d‘Aspergillus 

oryzae 

Traitement des effluents textiles et 

pétrochimiques  

[181,182] 

 Peroxydase de raifort Elimination de 2,4,6-trinitrotoluène 

Traitement des colorants azoïques  

[183] 

[160] 
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Conclusion 

L‘utilisation de la biocatalyse pour la réduction de la pollution engendrée par les colorants 

azoïques est une technique très prometteuse qui fait l‘objet de nombreuses recherches. Cette technique 

semble aussi bien adaptée à l‘utilisation des peroxydases, comme pour la décoloration ou la 

dégradation que pour des applications extérieures. Toutefois, il apparaît qu‘elle n'est industriellement 

rentable qu‘à partir de la réalisation d‘un bioréacteur, en présentant ainsi quelques travaux sur leur 

utilisation dans le traitement d'effluents liquides colorés. 

L‘ensemble des travaux antérieurs prouve que les colorants azoïques sont dégradés et traités très 

largement dans différents bioréacteurs microbiens. Par ailleurs, les bioréacteurs enzymatiques à 

peroxydase sont aussi très utilisés mais pour d‘autres applications notamment la dégradation du phénol 

et ses dérivés que pour la décoloration, peu de travaux et de recherches scientifiques sont dirigés vers 

la réalisation et la conception d‘un bioréacteur enzymatique à lit fixe à base de la peroxydase 

immobilisée pour éliminer les colorants azoïques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Partie B : Étude expérimentale  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

Chapitre III. Extraction, purification et étude de 

la stabilité de la peroxydase 
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Introduction  

 

Compte tenu de l'application industrielle de peroxydases pour la dégradation des eaux usées 

réelles, les économies d'activités enzymatiques doivent être considérées, que l'enzyme est 

généralement l'un des facteurs les plus coûteuses de ces types de processus. Pour cela une purification 

de cette enzyme est nécessaire afin d‘en exploiter au maximum. Ce chapitre présente la première étape 

de la partie expérimentale qui consiste à choisir la source végétale donnant une activité peroxydasique 

maximale. Par la suite, une purification de l‘extrait enzymatique brut sera nécessaire pour assurer la 

stabilité de son activité enzymatique ainsi que l‘obtention d‘une activité spécifique maximale. Le choix 

des sources végétales et en particulier les légumes est justifié pour plusieurs raisons : la disponibilité 

de ces derniers, la facilité de préparation de la solution enzymatique par un simple broyage et la clarté 

de la chair qui facilite la visualisation de la réaction colorée. 
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III.1.  MATÉRIELS ET MÉTHODES 

III.1.1.  Réactifs utilisés  

Substrat principal de la peroxydase : Peroxyde d‘hydrogène (ou l‘eau oxygénée H2O2) 

 Masse molaire : 34,01 g/mol.  

 Densité à 20°C : 1.11. 

 Pureté : 30% p/V, 100 volumes. 

 Point de fusion : 43 °C 

 Point d‘ébullition : 108°C 

Réactifs utilisés dans le test standard de mesure de l’activité enzymatique 

Tableau  III-1: Propriétés physicochimiques du phénol et 4-amino-antipyrine. 

                             Réactifs 

Renseignements 
Phénol (substrat) 4-aminoantipyrine (4-AAP) 

Formule  

Masse molaire 

Solubilité dans l’eau 

Densité à 20°C  

Point de fusion  

Point d’ébullition 

C6H6O 

94,11g/mol. 

98 g/L 

1.073 

-33°C 

182 °C 

C11H13N3O 

203,29 g/mol 

55,90 mol/L 

-- 

-- 

-- 

 

Réactifs de purification de l’enzyme peroxydase 

 Acétone (C3H6O) : C‘est un solvant organique très soluble dans l‘eau et présente un bon agent 

de purification pour précipiter les protéines. En effet, sa faible constante diélectrique abaisse le 

pouvoir de solvatation de ses solutions aqueuses pour des ions dissoutes comme les protéines. 

Les solubilités différentes des protéines dans de type de solvant sont à la base d‘une technique 

de fractionnement intéressante. L‘acétone est utilisée généralement dans la purification à des 

températures proches de 0°C ou inférieures, car à des températures plus élevés, les solvants 

organiques ont tendance de dénaturer les protéines [133].    

 Gel de Sephadex G-100 : de la compagnie Pharmacia, est probablement la plus connue des 

résines de filtration sur gel. Il est constitué de dextran (un polymère linéaire de glucose) dont 

les fibres sont réticulées à l'épichlorohydrine pour former les microbilles poreuses. Comme le 

dextran est très hydrophile, ce gel est utilisé pour les séparations en milieu aqueux.  

http://fr.wikipedia.org/wiki/Carbone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrog%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Oxyg%C3%A8ne
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Les variétés de Sephadex ayant relativement une haute limite de résolution sont cependant très 

fragiles et ne supportent pas des débits ou des pressions hydrostatiques trop élevées. Le gel de 

Sephadex G-100 a un domaine de fractionnement compris entre 4 et 150 kDa [133].    

III.1.2.  Méthodes expérimentales  

III.1.2.1.  Choix de la source végétale de la peroxydase 

Dans le présent travail, le criblage de la source de peroxydase sera mené sur une variété de sources 

végétales commercialement disponibles : pomme de terre (PT), pomme de terre douce (PTD), navet 

blanc, radis rouge, courgette, chou-fleur (CF) et ses feuilles (FCF), chou et grain de soja (GS). Une 

masse de 100 mg de chaque matériel végétal est broyée dans un mixeur. Cette homogénéisation se fait 

dans une solution de 200 mL d‘eau distillée. L'homogénat ainsi obtenu est ensuite clarifié, le plus 

souvent par filtration à l‘aide d‘une gaze, pour éliminer les grosses particules peu ou mal broyées. On 

obtient ainsi pour chaque matériel végétal un extrait brut. Pour faire la distinction entre les différents 

extraits obtenus, un dosage de l‘activité catalytique de chacun d‘eux est réalisé selon le test standard de 

l‘activité enzymatique (voir Annexe 1). Les étapes de broyage, de filtration et de dosage enzymatique 

sont représentées sur le schéma illustré dans la figure III-1 : 

 

Figure  III-1: Protocole de préparation et de dosage enzymatique des extraits bruts de chaque organe 

végétal. 

Broyage de chaque organe 

végétal avec l‘eau distillée 

Obtention  d‘un extrait 

enzymatique  brut (EEB) 

Filtration sur la gaze 

Dosage enzymatique de l‘extrait 

brut de chaque organe végétal 

(a) : couleur du mélange réactionnel  sans peroxydase 

(b) : couleur du mélange réactionnel  avec  peroxydase 
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III.1.2.2.  Purification de la peroxydase  

III.1.2.2.1.  Purification par précipitation avec l’acétone 

Avant d‘entamer l‘utilisation de la peroxydase végétale dans  la dégradation des colorants 

azoïques, il faut tout d‘abord la purifier car celle-ci doit être pratiquement exempte de contaminants si 

l‘on veut l‘utiliser d‘une manière rationnelle. Il existe plusieurs techniques de purification en utilisant 

des agents précipitants tels que les sels et les solvants polaires. La précipitation à l‘acétone glacial 

figure parmi les plus utilisées, vu sa simplicité dans sa mise en œuvre et son efficacité . La purification 

de l‘extrait brut de la peroxydase est réalisée selon cette procédure décrite dans plusieurs travaux 

comme suit [184,185,186] :  

Un volume d‘acétone glacial est versé goutte à goutte dans le même volume de l‘extrait brut de la 

source végétale possédant une activité peroxydasique élevée disposé sous agitation dans un bain de 

glace pilée. Une fois l‘acétone est versé totalement,  le mélange (extrait brut-acétone) est laissé dans le 

réfrigérateur à 4°C pendant 2 heures. Il se forme alors un précipité blanc. Sa récupération se fait par 

centrifugation à 3000 rpm pendant 10min. Le culot riche en peroxydase est dissous dans un volume 

minimal de tampon de composition appropriée destiné à maintenir le pH généralement aux alentours 

de 6,0. La solution obtenue est de l‘extrait enzymatique partiellement purifiée (EEPP). La peroxydase 

semi purifiée est souvent stable et doit généralement être conservée dans des conditions la protégeant 

de la dégradation chimique et biologique. La conservation à basse température de 4
0
C est de rigueur. 

Pour comparer entre les deux extraits (EEB et EEPP), un dosage des protéines par la méthode de 

Bradford et un test d‘activité enzymatique (voir Annexe 1) sont fait. Les étapes de purification sont 

récapitulées sur la figure III-2. 

III.1.2.2.2.  Purification par filtration sur gel de Sephadex G-100 

Comme toutes les chromatographies, la filtration sur gel peut servir comme une étape de la 

purification d'une protéine. Pour ce faire, il faut utiliser une résine de haute qualité permettant une 

résolution maximale. Les filtrations sur gel sont souvent la dernière étape d'une purification de 

protéines car, pour être efficaces, elles nécessitent une préparation relativement "propre" ayant un petit 

volume. La phase stationnaire est constituée par le gel de Sephadex G-100 qui sera coulé dans une 

colonne de dimensions de (25 cmx1cm). La phase mobile est constituée de l‘EEPP dissout dans la 

solution tampon pH 6.0 et traverse la colonne avec un débit lent de 15.75 mL/h. Les solutions éluées 

seront récoltées par fraction de 1 mL diluées dans 2mL de la solution tampon pH 6.0. Leur activité 

enzymatique sera évaluée par le test standard de la peroxydase (voir annexe 1) et la quantité de 

protéine sera dosée à 280 nm.  
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Figure  III-2: Technique de purification de l'extrait brut de la peroxydase par précipitation à l‘acétone. 

 

III.1.2.3.  Test de stabilité de la peroxydase 

La stabilité de la peroxydase dans les deux cas, brut et purifié, a été menée en mesurant  l‘activité 

peroxydasique à des intervalles de temps réguliers  pendant une durée qui dépasse trois mois. 
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Centrifugation de l‘extrait partiellement 
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III.2.  RÉSULTATS ET DISCUSSION 

III.2.1.  Choix de la source végétale de la peroxydase 

L‘évolution de la densité optique à la longueur d‘onde λmax=517 nm suite au test standard est 

représentée en fonction du temps pour chacune des sources végétales. Les résultats sont illustrés  sur la 

figure III-3 :  

 

Figure  III-3 : Activités enzymatiques de la peroxydase pour différentes sources végétales 

(λmax=517nm). 

         Les valeurs des vitesses initiales ainsi obtenus en 𝛥DO/min sont converties en concentrations de 

substrats H2O2 transformé à l‘aide de la courbe d‘étalonnage (voir annexe 1). La courbe d‘étalonnage 

est faite par un dosage de substrat peroxyde d‘hydrogène mais pour des concentrations très dilués. 

Grâce à des réactions qui mettent en œuvre l‘enzyme ‗peroxydase‘, on dose le produit coloré après une 

transformation totale de H2O2. Dans ce cas, l‘enzyme n‘est qu‘un réactif particulier utilisé pour 

déterminer la fonction entre l‘absorbance et la concentration de H2O2. Le coefficient d‘extinction 

molaire obtenu à partir de la courbe d‘étalonnage par la relation de Beer-Lambert est égal à 5678 

L.mol
-1

.cm
-1

 (voir annexe 1, figure A-1). Ces résultats concordent avec ceux obtenus par les travaux 

menés par Bhunia et al  [118]. Les activités calculées à partir des pentes de la partie linéaire des 

courbes des cinétiques enzymatiques dans le graphe précédent sont récapitulées dans le tableau III-2 : 
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Tableau  III-2 : Valeurs d‘activité enzymatique pour différentes sources végétales de la peroxydase. 

Source de la peroxydase Activité enzymatique (UI/mL) 

Navet blanc 

Courgette 

Chou 

Pomme de terre douce (PTD) 

Radis rouge 

Feuilles de chou-fleur (FCF) 

Chou-fleur (CF) 

Graines de soja (GS) 

Pomme de terre (PT) 

3,406 

2,189 

0,965 

0,481 

0,181 

0,166 

0,074 

0,063 

0,026 

 

Ce test nous permet de quantifier la quantité de peroxydase dans les différents végétaux. La 

peroxydase est une enzyme de type oxydoréductase qui catalyse la décomposition du peroxyde 

d‘hydrogène en présence d‘un deuxième substrat de nature phénolique. Le phénol substrat pour la 

peroxydase permettant d‘avoir une activité maximale dans les conditions normales (pH 6.0, T= 25°C). 

Une réaction générant un chromogène est réalisée en présence d‘un autre produit (4-

Aminoantipyrine) (figure III-4) permet ainsi la mise en évidence et l‘estimation de l‘activité 

peroxydasique:  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure  III-4 : Réaction enzymatique de la peroxydase avec les substrats : phénol et peroxyde 

d‘hydrogène [187]. 

La plupart des plantes supérieures, essentiellement les Brassicacées (navet, radis, chou) et les 

cucurbitacées (courgette), produisent la peroxydase en quantité importante [117]. Le navet, du latin 

Brassica rapa, est une plante herbacée de la famille des Brassicacées. La variété locale contient donc 

une quantité significative de peroxydase et sera donc le choix optimal pour la suite de l‘étude. De 

nombreux travaux ont été menés sur l‘utilisation de la peroxydase pour le traitement des effluents 

chargés en colorants ou de composés phénoliques [188]. 

Peroxydase 

 

Phénol  
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http://fr.wikipedia.org/wiki/Brassicac%C3%A9e
http://fr.wikipedia.org/wiki/Plante
http://fr.wikipedia.org/wiki/Brassicac%C3%A9e
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III.2.2.  Purification de la peroxydase  

La purification partielle ou totale de de la peroxydase permet son utilisation  rationnelle en gardant 

la stabilité de son pouvoir catalytique maximal par élimination d‘impuretés  de nature protéique ou 

non-protéique. Le degré de pureté sera évalué à travers la mesure de l‘activité spécifique de la 

peroxydase avant et après purification. Pour cela, la quantité de protéines totales présentes dans les 

deux extraits est dosée par la méthode de Bradford et l'activité enzymatique de la peroxydase est 

évaluée par le test standard (voir figure A-2 dans l‘annexe1). Le tableau III-3 rassemble les résultats 

des tests pour l‘extrait brut (EEB) et pour l‘extrait purifié (EEPP). 

A titre indicatif, la purification a été menée à un stade avancé grâce à la technique de filtration sur  

gel de Sephadex G-100. Dans cette technique de chromatographie par filtration sur gel, appelée 

également chromatographie par exclusion ou par tamisage moléculaire, les molécules sont séparées 

selon leur taille et leur forme. Les résultats obtenus ont montrées qu‘on peut isoler la peroxydase des 

autres protéines et d‘après le profil d‘élution du chromatogramme illustré dans la figure III-5, il y a eu 

une séparation complète des deux composés, celui dont les molécules sont plus grandes étant élué en 

premier et elles possèdent une activité peroxydasique plus élevé comme le montre la courbe de 

variation de l‘activité enzymatique en fonction du volume d‘élution. Par conséquent, la peroxydase a 

été éluée entre les fractions 15 et 20, le deuxième pic représente les protéines qui ne possèdent pas 

l‘activité peroxydasique. 
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Figure  III-5 : Profil d‘élution de la peroxydase de navet sur une résine Sephadex G-100. (Une colonne 

de (25cmx1cm), Q=15.75 mL/h, le volume de fractions récoltées est 1ml, dilution dans 2mL 
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Tableau  III-3 : Caractéristiques des solutions enzymatiques avant et après la purification 

Étape Protéine 

totale (mg) 

Activité 

totale (UI) 

Activité spécifique     

(UI/mg) 

Facteur de 

purification 

Rendement 

(%) 

Homogénat initial 

(EEB) 

46.6 2.474 0.053 -- 100 

Purification avec 

l’acétone (EEPP) 

17.5 

 

1.557 

 

0.089 

 

1.689 

 

63 

 

Purification sur gel 

de Sephadex G-100 

0.045 0.8 17.84 336.60 32 

Le tableau III-3 sert à montrer l'efficacité du processus de purification en utilisant l‘acétone et le 

gel de Sephadex. Il fait appel à des notions et à des termes précis. On exprime la pureté d'une 

préparation de protéines en parlant de son activité spécifique. L'activité spécifique est l'activité 

enzymatique par rapport à la quantité totale de protéines dans la préparation. Elle est généralement 

exprimée en unités enzymatiques par poids de protéines totales. Plus l'activité spécifique est élevée, 

plus l‘enzyme est pure. Le facteur de purification est le nombre de fois qu'on a pu concentrer l'activité 

spécifique, cette valeur est plus élevée par rapport à la première étape, plus l‘enzyme sera purifiée plus 

le facteur de purification sera augmenté, dans notre cas la purification de l‘EEB par fractionnement 

avec l‘acétone permet d‘augmenter plus de 1.6 fois l‘activité spécifique de l‘EEPP et plus de trois fois 

si en le purifie sur le  gel de Sephadex. 

Le rendement de purification est la proportion, en pourcentage (%), de l‘activité de l‘enzyme 

purifiée par rapport à la concentration en protéine  initiale, puisqu'il est inévitable qu'on ait des pertes 

de matériel, et par conséquent la perte d‘activité enzymatique. Le rendement diminue de 100 % à 63 % 

après la purification  avec l‘acétone, et il décroit jusqu‘à 32% en utilisant le gel de filtration Sephadex-

G-100. La purification consiste donc en un "compromis" entre l‘obtention d‘une enzyme (protéines) 

pure (facteur de purification élevé) et une activité maximale (pouvoir catalytique spécifique élevé).  

Plus l‘enzyme sera purifiée, plus son activité catalytique sera diminuée et plus la quantité 

récupérée sera très faible malgré qu‘on puisse l‘isoler des autres composés et accroitre son facteur de 

purification. Pour cela, et compte tenu de l‘application environnementale de cette enzyme dans le 

traitement des effluents colorés qui nécessitent une grande quantité de l‘enzyme, il est obligatoire pour 

la suite de l‘étude de purifier l‘extrait brut de navet qu‘avec l‘acétone malgré que l‘utilisation du gel de 

Sephadex G-100 nous permette d‘avoir une enzyme totalement purifiée.  
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III.2.3.  Test de stabilité de la peroxydase 

Une étude comparative consiste à faire un test de stabilité de la peroxydase de navet dans les deux 

cas brut et purifié est réalisé chaque cinq jour pendant une durée longue par la détermination de 

l‘activité enzymatique initiale en utilisant le même protocole de la procédure standard. Les cinétiques 

obtenues en fonction des jours des deux extraits sont représentées dans la figure III-6.  

 

 

Figure  III-6 : Variations de l‘activité enzymatique pendant trois mois a) pour l‘EEB, b) pour l‘EEPP. 

Les vitesses initiales sont déterminées à partir des pentes de la partie linéaire de chaque courbe et 

pour chaque graphe, les valeurs ainsi obtenues sont utilisées pour tracer les courbes de stabilité de 

l‘EEB et l‘EEPP, les allures sont représentées dans la figure III-7. 

Une fois la peroxydase hors de son contexte naturel, elle se trouve exposée à de nombreux agents 

(microorganismes, agents chimiques ou physiques) qui peuvent l‘endommager de manière irréversible, 

et par conséquent elle perd son activité enzymatique malgré le respect des conditions de conservation. 

La purification peut se faire dans le but d‘éliminer les impuretés présentes dans l‘extrait brut malgré 

qu‘elle soit inévitablement accompagnée par une perte substantielle de l‘activité ou de la quantité 

d‘enzyme peroxydasique.  
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Figure  III-7 : Stabilité des solutions enzymatiques de l‘EEB et de l‘EEPP. 

D‘après la figure III-7 on constate que l‘activité enzymatique de l‘extrait brut initialement 

supérieure à celle de l‘extrait purifié diminue dès les premiers jours. Cette diminution s‘accentue à 

partir de la deuxième semaine.  Ceci peut être expliqué par le fait que l‘extrait brut présente un milieu 

favorable à la dégradation biologique, chimique ou photochimique provoquant ainsi la dénaturation ou 

la décomposition des protéines. L‘activité de l‘EEPP reste pratiquement stable durant deux à trois 

mois. Par contre pour l‘extrait brut, son activité est toujours instable et décroit d‘une manière très 

importante de 66% après un mois jusqu‘à 91% après 40 jours.  
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Conclusion  

L‘utilisation d‘une enzyme dans des applications industrielles et plus particulièrement pour le 

traitement des effluents nécessite une purification partielle afin d‘obtenir une activité élevée, une 

spécificité convenable et une stabilité afin de garantir son utilisation rationnelle dans un procédé 

industriel. Cependant, l‘utilisation des techniques spécifiques de purification, en général couteuses et 

complexes, pour la purification des enzymes destinées au traitement des effluents est déconseillée vu 

que cela pourra avoir un impact négatif sur le cout global de fonctionnement du procédé sans pour 

autant obtenir une amélioration significative du rendement de traitement. 

Le pouvoir catalytique de la peroxydase dans le traitement des effluents chargés par les colorants 

azoïques nécessite de produire cette enzyme en grande quantité avec un cout modéré. Pour cela, la 

méthode de précipitation à l‘acétone sera la méthode de choix pour la suite de l‘étude. Il a déjà été 

rapporté que les peroxydases peuvent être utilisées pour la désintoxication et l'élimination de divers 

colorants et plus particulièrement les azoïques contenants dans les eaux polluées. La disponibilité de 

peroxydases les plus stables et les plus actives dans une source peu coûteuse peut être aller un long 

chemin vers le développement d'un système catalytique avec des applications commerciales et 

environnementales à large spectre. La peroxydase du navet Brassica rapa a été révélée être la plus 

stable et une enzyme plus active pour le traitement de différents polluants aromatiques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre IV. Étude de dégradation d’un colorant 
azoïque rouge Congo (RC) avec la 
peroxydase libre et immobilisée 
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Introduction  

Lorsque les enzymes sont utilisées en tant que biocatalyseurs pour le traitement des effluents 

industriels chargés par les colorants, il est indispensable, au plan économique, de prolonger la durée 

d'utilisation des enzymes. Leur immobilisation sur un support solide permet généralement d'augmenter 

leur stabilité au cours du temps et procure également un moyen efficace pour les opérations de 

séparation ou de rétention des produits formés suite à la transformation enzymatique, surtout pour un 

réacteur en fonctionnement continu. Le choix de la méthode et du support d‘immobilisation est 

certainement un des éléments essentiels dans la conception du bioréacteur. Parmi les qualités 

recherchées pour les matériaux constituant les supports, l'inertie chimique, et le faible coût sont 

primordiaux.  

Dans ce contexte, une immobilisation de la peroxydase par inclusion dans un support naturel et 

biodégradable appelé "alginate de sodium" permet d‘assurer une bonne stabilité et réutilisation 

d‘enzyme. Afin de concevoir un bioréacteur enzymatique dans le traitement des effluents colorés il est 

indispensable de réaliser des essais en système batch avec les deux formes d‘enzyme libre et 

immobilisée dans le but de déterminer les conditions optimales qui donnent une activité et rendement 

maximale et déduire à la fois les constantes cinétiques de l‘enzyme. 

Cette partie est consacrée à l‘étude de la dégradation enzymatique de la molécule modèle 

appartenant à la famille des colorants azoïques, le Rouge Congo (RC), par la peroxydase de navet 

partiellement purifiée. Les essais de dégradation sont menés en batch en suivant une stratégie 

expérimentale mono-factorielle, dans le but d‘étudier les effets de paramètres physico-chimiques (pH, 

température, concentrations des substrats et de l‘enzyme et présence d‘effecteurs) sur le rendement et 

sur la vitesse de dégradation. A partir de ces résultats, les conditions optimales sous lesquelles 

l‘efficacité maximale est réalisée seront déterminées.   
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IV.1.  MATÉRIELS ET RÉACTIFS 

IV.1.1.  Le colorant azoïque rouge Congo (RC)  

Le colorant azoïque RC a été découvert en 1884 par un chimiste allemand, BÖTTIGER, et il n‘a 

guère rencontré de succès dans l‘industrie car il bleuissait dans les solutions acides de l‘époque, 

utilisées pour la coloration des textiles. L‘industrie textile s‘y intéressa après avoir découvert que dans 

une solution neutre, il colorait directement le coton, sans traitement intermédiaire ni préparatoire [189]. 

C‘est le premier colorant découvert des azoïques directs qui a été utilisé surtout dans l‘industrie textile, 

puisque il contient des groupes acides sulfonique qui lui confèrent une hydrosolubilité appropriée et 

qui permettent à la molécule du colorant de se lier ioniquement aux sites chargés du canevas 

polymérique du tissu [190]. Le tableau IV-1 présente les renseignements principaux du RC :  

Tableau  IV-1: Caractéristiques générales du rouge Congo [191,192] 

Nom et formule chimique   Dénomination: C.I. Direct Red 28 (C.I. 22120) 

Formule: C32H22N6O6S2Na2 . M=696,66 g/mol) 

Propriétés chimiques  Solubilité: soluble dans l'eau (25 g/L) à 20°C ; éthanol ; très faiblement 

soluble dans l‘acétone, partiellement insoluble dans l‘éther, xylène.  

Propriétés physiques  Aspect: Poudre de couleur rouge marron 

Odeur: Inodore. 

Information toxicologique Toxicité aiguë ; DL50 oral rat: 143 mg/kg 

 

Le RC est une molécule diazoïque, parce qu‘il possède deux chromophores azo responsable de la 

teinte). La tétra-azotation de la benzidine et la copulation avec l‘acide naphtionique conduisent au 

rouge Congo, colorant très répandu dont la structure chimique est présentée dans la figure IV-1. Le 

rouge Congo est un colorant acide, c‘est-à-dire qu‘il a tendance à se fixer préférentiellement sur les 

structures basiques. Il est utilisé aussi en laboratoire comme un indicateur de pH, c‘est pour cela qui 

est l‘un des colorants les plus utilisés en mycologie générale et en histologie [193], son comportement 

dans un milieu acide est représentée dans la figure IV-2. 

 

Figure  IV-1 : Structure moléculaire de RC pour un pH>5.5 (couleur rouge) [194]. 
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Figure  IV-2 : Structure moléculaire de RC pour un pH<5.5 (couleur bleu) [194]. 

IV.1.2.  Support d’immobilisation : Alginate de sodium 

L‘alginate est un polysaccharide présent chez les algues brunes ou Phaeophyceae, sous forme 

d‘un mélange de sel de (sodium, potassium, calcium, magnésium) et d‘acide alginique. L‘acide 

alginique est un polymère constitué de résidus d‘acides uroniques : acides α-L-guluronique et β-D-

mannuronique (figure IV-3). Puisque c'est le composant squelettique des algues, il a la propriété 

d'être fort mais flexible [200]. 

 

Figure  IV-3 : Structure de l‘alginate, G : acide guluronique. M : acide mannuronique [195]. 

L‘alginate de sodium est une poudre blanche à brun jaunâtre pâle, lentement soluble dans l‘eau en 

formant une solution visqueuse et colloïdale, pratiquement insoluble dans l‘alcool et dans l‘éther 

[195]. La structure ionique du gel est thermostable dans la gamme de température entre 0°C et 100°C; 

donc le chauffage ne liquéfiera pas le gel. A l‘état solide, la forme libre du polymère se présente 

comme celle de la cellulose. L‘alginate de sodium est principalement constitué par le sel sodique de 

l‘acide alginique, lequel est un mélange d‘acides polyuroniques [(C6H8O6)n] constitués par des résidus 

de l‘acide D-mannuronique et de l'acide L–guluronique [195]. 
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IV.1.3.  Principe de la microscopie électronique à balayage MEB 

La microscopie électronique à balayage (MEB) est une technique de microscopie électronique 

basée sur le principe des interactions électrons-matière, capable de produire des images de la surface 

d‘un échantillon. Fondé sur les travaux de Max Knoll et Manfred von Ardenne dans les années 1930, 

le principe du MEB consiste en un faisceau d‘électrons balayant la surface de l‘échantillon à analyser 

qui, en réponse, réémet certaines particules. Ces particules sont analysées par différents détecteurs qui 

permettent de reconstruire une image en trois dimensions de la surface. Suite à l‘excitation des atomes 

présents dans le matériau par interaction avec les électrons incidents, des photons X sont émis 

(processus de désexcitation). Le volume d‘émission des photons X, de l‘ordre du μm
3
, dépend de 

l‘énergie des électrons incidents, du numéro atomique moyen de l‘échantillon cible et de l‘énergie du 

niveau initialement ionisé [196]. 

IV.2.  MÉTHODES ET ANALYSE  

IV.2.1.  Estimation du rendement de décoloration  

        Les solutions de colorant utilisé sont préparées en tenant compte de leur solubilité, le colorant 

azoïque utilisé dans notre étude est soluble dans l‘eau. Pour tous les tests et les paramètres opératoires 

étudiés, nous avons utilisé la même procédure, qui consiste à préparer d‘abord une solution mère de 

colorant de concentration donnée, qui sera utilisée pour toute l‘étude. La méthode d‘analyse du 

colorant est la spectrophotométrie UV-Visible. Un balayage du spectre d‘absorption de la solution de 

rouge Congo (RC) dans la région UV-Visible à des longueurs d‘ondes entre 400 et 700nm, réalisée à 

l‘aide d‘un spectrophotomètre muni d‘une cuve de 1cm de largeur, a permis de déterminer la longueur 

d‘onde qui correspond au maximum d‘absorption, λ max = 500 nm. 

Les valeurs des densités optiques ainsi obtenues seront utilisées pour calculer le rendement de 

décoloration du RC pour chaque paramètre étudié par la peroxydase libre et immobilisée du navet 

Brassica rapa selon la formule suivante : 

𝐑 (%) =
𝐃𝐎𝐢𝐧−𝐃𝐎𝐟𝐢

𝐃𝐎𝐢𝐧
                                              ( IV-1) 

Où DOin : Densité optique de la solution du colorant à l‘état initiale avant le traitement enzymatique  

      DOfi : Densité optique de la solution du colorant à l‘état finale après le traitement enzymatique  

IV.2.2.  Effet des paramètres opératoires sur la dégradation du RC par la peroxydase libre : 

Le milieu réactionnel contient 1ml de chaque substrat : le colorant à concentration indiquée dans 

le tableau IV-2 en mg/L et H2O2 en mol/L, les concentrations sont données en tenant compte du 
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volume de mélange réactionnel total qui est égal à 2 mL ajouté à 3mL de la solution tampon variant de 

pH 2.0 à pH 10.0. À température ambiante, la réaction est déclenchée par l‘injection de 0.2 mL de 

l‘extrait enzymatique purifié (EEPP) ayant une activité égale à 0.6 UI/mL. Après une heure 

d‘incubation, les mélanges réactionnels sont centrifugés à 4000 rpm pendant 5 min pour éliminer les 

culots et  récupérer les surnageant en les utilisant pour la lecture des valeurs des absorbances. Les 

paramètres à étudier sont :  

 Effet du pH : en préparant les mélanges réactionnels dans des solutions tampons à différents 

pH. 

 Effet du temps de contact  

 Effet de la température 

 Effet de la concentration des substrats : L‘étude de la cinétique enzymatique est une étape 

primordiale dans la conception et de la réalisation d‘un procédé enzymatique. Pour une enzyme 

à deux substrats, l‘étude de la cinétique avec une variation des concentrations des deux 

substrats présente quelques complications. Pour cela on fait intervenir une méthode plus facile 

et simple qui consiste à fixer la concentration de l‘un des substrats en le mettant en excès et on 

varie la concentration de l‘autre substrat. Les substrats étudiés sont : 

1. Effet de la concentration du colorant RC 

2. Effet de la concentration du peroxyde d’hydrogène H2O2 

 Effet de la concentration de l’enzyme 

Une fois les conditions sont déterminées après étude de chaque paramètre, Le suivi au cours du 

temps de la décoloration sous les conditions optimales de pH, température, concentration en substrats 

et en enzymes, préalablement déterminées, permettra de constater qualitativement et quantitativement 

le résultat final du procédé enzymatique de transformation des colorants. 

Tableau  IV-2: Variation des niveaux des paramètres pour l‘étude de la dégradation du RC par la 

peroxydase libre 

 Conditions opératoires  

 pH 

V=3mL 
Temps 

(min) 
T(°C)     RC (mg/L) 

V=1mL 
H2O2 (M) 

V=1mL 
E (UI/mL) 

V=0.2mL 

pH 2-10 60   Ta+mb 40 0.02 0.6 
Temps de contact pHopt 0-80            Tamb 40 0.02 0.6 

Température pHopt topt 20-80 40 0.02 0.6      

RC pHopt topt Tamb 0-100 0.02 0.6      

H2O2 pHopt topt Tamb RCopt 0.005-2            0.6      

E pHopt topt Tamb RCopt H2O2opt        0.03-1.5 
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Pour confirmer vraiment que la décoloration du colorant azoïque RC est due seulement par voie 

enzymatique non pas par voie chimique ou physique (effet des solutions tampons, de peroxyde 

d‘hydrogène et de la centrifugation) on fait donc en parallèle une expérience qu‘avec la solution 

tampon et les substrats sans enzyme, appelée «témoin». 

IV.2.3.  Effet des effecteurs chimiques : 

        Quelques produits chimiques tels que : l‘acétone, l‘acide ascorbique et le chlorure de calcium sont 

testés pour faire apparaitre leurs effets sur l‘activité enzymatique de la peroxydase.  On procède de la 

même manière et dans les mêmes conditions optimales réalisées précédemment, en ajoutant 1mL 

d‘une solution concentrée connue de l‘effecteur.  

IV.2.4.  Immobilisation de la peroxydase dans l'alginate de calcium 

IV.2.4.1.  Préparation des billes d’alginates et optimisation des conditions d’immobilisation  

Vu et compte tenu les phénomènes complexes liés à l‘immobilisation des enzymes, une 

optimisation des paramètres liés au support et à l‘enzyme permettant d‘atteindre un meilleur taux de 

rétention de l‘enzyme et l‘obtention d‘une meilleure activité catalytique est nécessaire afin de réduire 

au maximum la fuite de l‘enzyme et les limitations difusionnelles qui diminuent l‘activité 

enzymatique. Les conditions d‘immobilisation à optimiser sont : 

 La concentration du support d‘immobilisation : alginate de sodium 

 La concentration de chlorure de calcium qui assure la gélification 

 La concentration d‘enzyme  

La préparation de l‘enzyme immobilisée consiste à dissoudre une masse d'alginate de sodium dans 

10mL de la solution de l‘EEPP et on laisse le mélange sous agitation jusqu'à l'obtention d'une solution 

homogène. Après un  repos de 30 min dont le but d‘élimination des bulles d'air qui peuvent causer la 

flottation des billes à la surface de la solution de CaCl2,  on prépare les billes en faisant verser le 

mélange peroxydase / alginate, goutte à goutte à l'aide d'une seringue, dans 50mL de la solution de 

CaCl2 mise sous agitation. Pour avoir des billes bien rigides on laisse les billes sous agitation dans la 

solution de chlorure de calcium pendant deux heures. Les billes seront rincés avec 25mL de l'eau 

distillée et les conserver à 4°C dans une solution tampon pH 6,0 (figure IV-4). 
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Figure  IV-4 : Étapes d'immobilisation de la peroxydase dans l‘alginate de calcium. 

Une fois les billes d‘alginates de calcium seront préparées, on fait un test standard (voir annexe1) 

de l‘activité enzymatique de la peroxydase libre, de la peroxydase immobilisée et de la peroxydase 

retenue dans la solution de filtrat (la solution de CaCl2 et la solution de rinçage des billes) pour une 

variation de la concentration du support alginate de sodium entre 1-2.5% (p/V). Ce test nous permet 

d‘estimer le rapport adéquat à lequel l‘efficacité d‘immobilisation (EI) et l‘activité enzymatique de la 

peroxydase immobilisée soient maximales. Une fois la masse d‘alginate de sodium mis initialement est 

déterminée, on refait les mêmes étapes d‘immobilisation mais cette fois pour une variation de la 

concentration de la solution de CaCl2 entre 0,05 à 0,2M. Le paramètre qui reste à optimiser est la 

concentration d‘enzyme mis initialement entre 0.7 à 1.8 UI/mL. Le protocole d‘immobilisation de 

l‘enzyme dans l‘alginate de calcium est schématisé sur la figure IV-4. 

Pour la suite de l‘étude, la peroxydase immobilisée dans l‘alginate de calcium qui sera utilisé pour 

la décoloration du colorant azoïque RC sera préparée dans les conditions optimales de 

l‘immobilisation (concentration du support, CaCl2 et d‘enzyme). 
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IV.2.4.2.  Analyse par MEB des billes d’alginates  

Des images de la surface des billes d‘alginates ainsi obtenus sans et avec enzyme seront 

visualisées par La microscopie électronique à balayage (MEB) afin de pouvoir savoir comment la 

peroxydase se distribue sur la surface des billes d‘alginates.  

IV.2.4.3.  Effet des paramètres opératoires sur la dégradation du RC par la peroxydase 

immobilisée  

Dans les conditions optimales donnant une décoloration maximale du RC déterminées lors de 

l‘étude avec l‘enzyme libre, et avec la même procédure, des réactions enzymatiques sont effectués 

avec 0,7 g de la peroxydase immobilisée dans l‘alginate de calcium afin de comparer son activité avec 

la peroxydase en solution.  

Tableau  IV-3 : Conditions opératoires pour chaque paramètre étudié avec la peroxydase immobilisée 

 
Conditions opératoires  

 pH 

V=3mL 
Temps (min) T(°C)     RC (mg/L) 

V=1mL 
H2O2 (M) 

V=1mL 
Masse des Billes 

d’Enzymes (g) 

pH 2-10 60   Tamb 50 0.05 0.7 

Temps de contact pHopt 0-120            Tamb 50 0.05 0.7 

Température pHopt topt 20-70 50 0.05 0.7 

colorant pHopt topt Tamb 0-200 0.05 0.7 

H2O2 pHopt topt Tamb RCopt 0.01-1            0.7 

 

IV.2.4.4.  Cinétique de décoloration dans les conditions optimales 

Cette étape est primordiale, car il faudra toujours suivre à nouveau la cinétique de dégradation du 

RC dans les conditions optimales déterminées lors de l‘étude de transformation enzymatique par la 

peroxydase immobilisée, donc à température ambiante, à pH acide 2,0 et avec une quantité de 0,7 g 

des billes d‘alginate l‘avancement de la réaction est suivi au cours du temps.  

IV.2.4.5.  Traitement du colorant par la peroxydase immobilisée en batch successif  

L‘objectif est d‘analyser la stabilité de l‘enzyme après plusieurs utilisations successives en 

estimant le rendement de décoloration à chaque fois pour une durée fixe de traitement sous les 

conditions optimales. Les billes d‘alginates utilisées pour le premier batch seront rincées et réutilisées 

pour le batch suivant. La masse de billes utilisée est de 1g par 10 mL de la solution colorée.  



Étude expérimentale                                                                             Chapitre  IV 
 

75 
 

IV.3.  RÉSULTATS ET DISCUSSION 

Les valeurs des absorbances ainsi obtenues seront utilisées pour calculer le rendement de 

décoloration du RC pour chaque paramètre étudié et pour chaque forme de peroxydase libre ou 

immobilisée selon l‘équation (IV-1).  

IV.3.1.  Effet des conditions opératoires sur la dégradation du RC par la peroxydase libre : 

IV.3.1.1.  Effet du pH 

         La plupart des enzymes ne sont actives, en fait, que pour une zone de pH étroite et il existe un pH 

optimale à respecter pour chaque enzyme d‘où l‘intérêt des milieux tampons. Les rendements de 

décoloration ainsi calculés sont représentés sur la figure IV-5. L‘histogramme  montre clairement que 

la reconnaissance peroxydase-colorant-peroxyde d‘hydrogène et l‘activité catalytique qui s‘ensuit sont 

très dépendantes du pH. D‘après cet histogramme on constate que l‘augmentation de pH provoque une 

diminution de rendement de décoloration bien que l‘étude ait été faite dans les trois zones de pH 

(acide, neutre et basique), donc le pH acide était favorable pour la dégradation du RC où l‘activité 

enzymatique est au maximum à pH= 2,0. Ces résultats corroborent les travaux menés par Ulson de 

souza et al, où ils ont trouvé que le pH acide est le milieu adéquat pour traiter le Remazol Turquoise 

Blue G 133% et Lanaset Blue 2R [115]. La même constatation a été marquée par Maddhinni et al 

quand il a étudié le colorant azoïque jaune direct 12 [124].  

Lorsque le pH a augmenté de 2 à 5, le rendement de décoloration du RC a diminué de 37 %, alors 

que pour un pH neutre le rendement a diminué de 85 %. Le rendement de décoloration de RC est 

supérieur à pH acide et basique par rapport au pH neutres, donc on peut dire qu‘il existe toujours une 

ionisation soit au niveau du biocatalyseur peroxydase, soit au niveau des substrats. L‘ionisation de 

l‘enzyme peroxydase se fait en provoquant des modifications du degré d‘ionisation de certains 

groupements fonctionnels dont la charge, positive ou négative, est nécessaire, soit à la formation et à la 

transformation du complexe enzyme-substrat (il s‘agit alors de groupements appartenant à des 

aminoacides du site actif, soit au maintien de la conformation tridimensionnelle native de la 

peroxydase). 

Par ailleurs, l‘ionisation des substrats  (colorant et/ou H2O2) se fait  en changeant leur degré 

d‘ionisation, ce qui peut permettre la formation du complexe enzyme-substrat, en d‘autres termes le 

substrat réel de la peroxydase n‘est présent que dans un intervalle de pH convenable qui est dans notre 

cas à pH acide [197]. Comme le substrat RC est ionisé à pH inférieur à 5,0 ; il est probable que sa 

structure chimique dans un milieu acide favorise la formation de complexe enzyme-substrat d‘où 

l‘augmentation de l‘activité enzymatique de la peroxydase, et par conséquent l‘accroissement du 

rendement de biodégradation du RC. 
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Figure  IV-5 : Effet du pH sur le rendement de décoloration du RC par la peroxydase libre (t=1h ; 

Tamb ; [RC]=40mg/L ; [H2O2]=0.02M ; [E]=0.6 UI/mL). 

Donc la variation du pH a entrainé des conséquences sur l‘enzyme en provoquant des 

modifications de l‘état d‘ionisation de certains acides aminés situés sur le site actif ou sur la zone 

permettant le maintien de la conformation tridimensionnelle native de l‘enzyme peroxydase. Le 

substrat colorant peut aussi subir une modification de son degré d‘ionisation, pouvant permettre ou 

empêcher la formation du complexe enzyme/substrat. 

 

IV.3.1.2.  Effet du temps de contact  

Une fois le pH optimale est déterminé, une autre simplification  a des conséquences avantageuses. 

Puisque les enzymes accélèrent la vitesse des réactions immédiatement après avoir les mélangées avec 

leurs substrats, il serait intéressant d‘effectuer une cinétique de dégradation du colorant azoïque RC 

par la peroxydase de navet "Brassica rapa". Comme la suite de l‘étude et les analyses seront effectués 

à pH optimale déterminé (pH 2.0), il est nécessaire d‘établir une courbe d‘étalonnage à la longueur 

d‘onde correspondant au maximum d‘absorption du RC (voir Annexe 2). Les courbes [RC]=f(t) et 

R=f(t) ainsi obtenues sont représentées sur la figure IV-6 :  
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Figure  IV-6: Cinétique et rendement de décoloration du RC, (pH=2.0 ; Tamb ; [RC]=40 mg /L ; 

[H2O2]=0,02M ; [E]=0,6UI/mL). 

La cinétique enzymatique est suivie en mesurant la disparition du colorant au cours du temps, on 

voit sur la figure IV-6 que la courbe qui représente la concentration du RC en fonction du temps 

comporte deux phases : la première phase représente une allure quasi rectiligne, où la droite continue 

passant par le point de départ au temps zéro montre la vraie tangente initiale d‘où la vitesse initiale. 

Cette partie correspond au fait que toutes les molécules de la peroxydase présentes agissent sur les 

molécules de substrats, très abondantes en début de réaction. Lors de la deuxième phase, il y a de 

moins en moins de molécules de substrats à transformer ce qui se traduit par une diminution de la 

vitesse de décoloration. 

Inversement, le rendement de décoloration du RC augmente rapidement durant les premières dix 

minutes puis il tend vers une valeur constante de 86% au cours du temps. Pour la suite de l‘étude il 

serait intéressant de préciser le temps exact à partir duquel on calcule la vitesse initiale. D‘après cette 

expérience le temps de déroulement de la réaction enzymatique sera minimisé d‘une heure jusqu‘à 10 

minutes. 

IV.3.1.3.  Effet de la température 

Les rendements de décoloration du colorant azoïque RC par la peroxydase libre ainsi calculés pour 

chaque variation de la température sont représentés sur la figure IV-7 où il fait apparaitre deux phases 
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bien distinctes qui correspondent à deux phénomènes différents: Phase de stabilité thermique de la 

peroxydase : Cette phase représente la zone des températures les plus basses entre 20
0
C et 40

0
C, le 

rendement de décoloration du RC augmente quand la température augmente. Cette augmentation 

s‘explique tout simplement par l‘élévation de la concentration de complexe ES activé lorsqu‘on fournit 

plus d‘énergie sous forme thermique. Le rendement de décoloration reconnaît une valeur maximale de 

l‘ordre de 72% est obtenu pour une température de 40°C. La température optimale résulte d‘un 

compromis entre l‘augmentation d‘activité accompagnant l‘élévation de la température et la 

dénaturation ou l‘inactivation de la protéine enzymatique par la chaleur. Dans cette zone, on peut dire 

que la peroxydase est stable thermiquement, car le rendement de décoloration augmente légèrement 

pour une augmentation de la température de 20
°
C à la température optimale 40

°
C. Des résultats 

analogues à celles-ci sont obtenus pour d‘autres colorants traités par voies enzymatiques en utilisant la 

peroxydase [198].  

La deuxième phase de l'instabilité thermique de la peroxydase : suite à l‘augmentation de la 

température au-dessus de 40°C, on constate une chute de l'activité enzymatique et une diminution de 

rendement de décoloration. L‘élévation de la température à partir de 40°C a pour incidence d‘inactiver 

l‘enzyme ou de dénaturer la protéine. D‘autre part, une élévation de température peut provoquer la 

décomposition du peroxyde d‘hydrogène, substrat principal dans le procédé enzymatique. 

 

Figure  IV-7: Effet de la température sur le rendement de décoloration du RC par la peroxydase libre 

(pH = 2,0 ; t=10min ; [RC]=40mg/L ; [H2O2]=0.02 M ; [E]=0.6UI/mL). 
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Plusieurs auteurs ont aussi enregistré des pourcentages analogues pour des températures dans des 

gammes semblables entre 35-40°C. Nous pouvons dire que, pour la suite de l‘étude il est important de 

travailler dans la plage de température où l‘activité enzymatique et le rendement sont stables sans 

consommer trop d‘énergie, la température ambiante et la plus adéquate pour étudier l‘effet des autres 

paramètres opératoires.  

IV.3.1.4.  Effet de la concentration du colorant 

L‘étude de la cinétique enzymatique est une étape primordiale dans la conception et de la 

réalisation d‘un procédé enzymatique. Pour une enzyme à deux substrats, l‘étude de la cinétique avec 

une variation des concentrations des deux substrats présente quelques complications. Pour cela on fait 

intervenir une méthode plus facile et simple qui consiste à fixer la concentration de l‘un des substrats 

en le mettant en excès et on varie la concentration de l‘autre substrat. Les courbes de variation de la 

vitesse initiale et de rendement de décoloration en fonction de la concentration en colorant sont 

représentées sur la figure IV-8.  

La courbe v0= f ([RC]0) a une allure parabolique. À faible concentration en colorant, la vitesse 

initiale est bien proportionnelle à la concentration de ce substrat, comme attendue pour une réaction 

enzymatique d‘ordre un jusqu‘à ce qu‘elle atteint une valeur optimale de 4.09 mg/(L.min) pour une 

concentration de 50 mg/L du RC. Aux fortes concentrations en RC, la vitesse de la réaction décroît 

progressivement. Il y a une inhibition par excès de ce substrat. Cette inhibition peut recevoir des 

explications différentes selon le système étudié. Dans certains cas, le substrat à forte concentration 

peut se loger dans le site actif avec une orientation anormale, interdisant à la réaction de se produire. 

L‘effet correspond à une sorte d‘inhibition compétitive du substrat avec lui-même. Dans d‘autres cas, 

le substrat en excès peut réagir avec des zones de la protéine en dehors du site, provoquant des 

désordres réversibles ou irréversibles [199]. 
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Figure  IV-8: Vitesse et rendement de transformation du RC par la peroxydase libre (pH=2,0 ; 

t=10min ; Tamb ; [H2O2]=0.02 M ; [E]=0.6UI/mL). 

Selon Chaplin et Palmer, l‘inhibition par excès de substrat représente un cas particulier 

d‘inhibition incompétitive. À des concentrations élevées de substrat, plusieurs molécules de substrat se 

fixent sur le site actif et souvent différentes parties des molécules de substrat sont fixées sur différents 

sous-sites du site de fixation du substrat comme l‘indique la figure IV-9 [200,201]. 

 

 

Figure  IV-9: Inhibition par excès de substrat [202]. 

La courbe de rendement de décoloration R=f ([RC]0) pourra être décomposée en deux 

parties essentielles: dans la première partie, le rendement augmente avec la concentration du colorant 

mais cette partie est limitée  par rapport à la deuxième partie où le rendement de décoloration diminue 
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à partir d‘une concentration de 30 mg/L en RC.L‘intersection des deux courbes de vitesse et de 

rendement de décoloration donne la valeur optimale de la concentration en colorant qui est 50 mg/L et 

qui sera fixé pour la suite de l‘étude. 

Modélisation de la cinétique de transformation enzymatique du RC  

Cette étape consiste à établir une relation entre la vitesse de transformation enzymatique du 

colorant et sa concentration qui n‘est plus michaelienne et adopte à un phénomène d‘inhibition par le 

substrat. Les modèles enzymatiques appliquées doivent refléter d‘une manière adéquate les données 

expérimentales et permettent, par ailleurs, de déterminer des paramètres cinétiques ayant une 

signification physique telle que vmax, kcat, Ks. Pour cela, plusieurs modèles ont été proposés pour la 

description de la cinétique enzymatique. On pourra citer par exemple : Le modèle d‘Haldane (1968), le 

modèle d‘Aiba et al. (1968) et le modèle de Teissier (1970). 

Malheureusement, aucun de ces modèles n‘a pu donner satisfaction, soit à cause des résultats qui 

présentent un écart importante par rapport aux données expérimentales, soit à cause de l‘obtention de 

paramètres cinétiques n‘ayant aucune signification physique (valeur négative par exemple). Afin de 

résoudre ce problème, il nous a apparu justicieux de proposer un modèle combinatoire présentant les 

deux parties de la courbe V0 = f ([RC]0) :  

 La première partie ascendante qui a une allure linéaire (cinétique enzymatique d‘ordre 1) 

sera représentée par l‘équation :  

𝒗𝟎𝟏 =  
𝑽𝒎𝒂𝒙

𝑲𝒔
[𝑹𝑪]𝟎                                                        ( IV-2) 

 La deuxième partie descendante exponentiellement avec la concentration sera représentée 

par l‘équation :  

 𝒗𝟎𝟐 = 𝑲𝒆𝒙𝒑 
−𝑲𝒔𝒊

[𝑹𝑪]𝟎
                                                       ( IV-3) 

Où Ks : constante de vitesse, Ksi : constante d‘inhibition et K : constante empirique.  

Pour des concentrations faibles en RC inférieures à 60 mg/L v02 doit être négligeable devant v01, la 

vitesse globale sera donc :  

𝒗𝟎 =  𝒗𝟎𝟏−𝒗𝟎𝟐 =
𝑽𝒎𝒂𝒙

𝑲𝒔
[𝑹𝑪]𝟎 − 𝑲𝒆𝒙𝒑 

−𝑲𝒔𝒊

[𝑹𝑪]𝟎
                                 ( IV-4) 

En traçant la courbe v0 = f ([RC]0) pour [RC]0 60 mg/l, on obtient une droite de pente  
𝑣𝑚𝑎𝑥

𝐾𝑠
 (figure 

IV-10). 
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Figure  IV-10: Linéarisation de la vitesse en fonction de la concentration du colorant pour des valeurs 

en RC entre 0-50 mg/L 

 

En établissant le logarithme népérien dans l‘équation (IV-4)  on aura donc :  

𝒍𝒏  
𝑽𝒎𝒂𝒙

𝑲𝒔
[𝑹𝑪]𝟎 − 𝒗𝟎 = 𝒍𝒏  𝑲 𝒆𝒙𝒑 

−𝑲𝒔𝒊

[𝑹𝑪]𝟎
                                          ( IV-5) 

D‘où :                                       𝒍𝒏  
𝑽𝒎𝒂𝒙

𝑲𝒔
[𝑹𝑪]𝟎 − 𝒗𝟎 = 𝒍𝒏𝑲 −

𝑲𝒔𝒊

[𝑹𝑪]𝟎
                                               ( IV-6) 

par conséquent en traçant 𝑙𝑛  
𝑉𝑚𝑎𝑥

𝐾𝑠
. [𝑅𝐶]0 − 𝑣0 en fonction de  

1

[𝑅𝐶]0
  pour [RC]0>50 mg/L, on 

aura une droite comme l‘indique la figure IV-11. On obtient à la fin la constante d‘inhibition Ksi  et le 

constante empirique K.   

Après l‘injection de ces constantes dans l‘équation (IV-4) on obtient l‘équation suivante qui décrit 

la variation de la vitesse initiale en fonction de la concentration du RC: 

𝒗𝟎 = 𝟎. 𝟎𝟖𝟒𝟏. [𝑹𝑪]𝟎 + 𝟏𝟏𝟎. 𝟕𝟎. 𝒆𝒙𝒑  
−𝟐𝟕𝟓.𝟎𝟒

[𝑹𝑪]𝟎
                           ( IV-7) 

Les constantes cinétiques ainsi obtenus sont représentés dans le tableau IV-4. D‘après les courbes 

illustrées dans figure IV-12 qui représentent les valeurs expérimentales et celles calculées d‘après 

l‘équation (IV-4), le modèle proposé reflète d‘une manière adéquate les données expérimentales, 

l‘écart varie entre 0.2% et 8%. 
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Figure  IV-11: Variation des données expérimentales de la 2
eme

 partie de la courbe de vitesse en 

fonction de la concentration en RC selon l‘équation (IV-6) 

 

      La valeur de la constante de dissociation Ks
col   reportée dans le tableau IV-4 permet de savoir quel 

est le degré d‘adaptation de l‘activité de la peroxydase (Kaff
col ) quand cette valeur est élevée, cela 

signifie que la fixation du substrat sur l‘enzyme est importante. 
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Figure  IV-12 : Variation de la vitesse initiale en fonction de la concentration de RC (comparaison 

entre les valeurs expérimentales et les valeurs calculées selon le modèle proposé) 
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Tableau  IV-4 : Constantes cinétiques déterminées pour le RC 

Constantes cinétiques Valeurs  

Vmax (mg/(L.min)) 5.50 ± 0.03 

𝐊𝐬
𝐜𝐨𝐥 (mg/L) 65.80 ± 0.04 

𝐊𝐚𝐟𝐟
𝐜𝐨𝐥  (M

-1
) 10583.50 ± 6.44 

𝐊𝐬𝐢
𝐜𝐨𝐥 (mg/L) 275.00 ± 2.25 

[RC]opt(mg/L) 50 

R (%) 80 

IV.3.1.5.  Effet de la concentration du peroxyde d’hydrogène 

D‘après la courbe v0=f ([H2O2]0) illustrée dans la figure IV-13, on constate une augmentation 

rapide de la vitesse initiale si la concentration en peroxyde d‘hydrogène augmente, mais quand sa 

concentration dépasse 0.05M, la vitesse initiale devient pratiquement indépendant de la concentration 

de H2O2 et tend vers une valeur limite maximale vmax. Dans ce cas la valeur de la vitesse initiale reste 

stable pour un intervalle important de concentration en peroxyde d‘hydrogène. Ce comportement est 

similaire à celui d‘une cinétique classique de Michaelis-Menten dont on pourra déterminer les 

paramètres vmax et Km
H2O2 à l‘aide de la représentation graphique en double inverse 

1

𝑉0
= 𝑓(

1

[𝐻2𝑂2]0
)de 

Lineweaver-Burk.  

 

Figure  IV-13: Variation de la vitesse initiale et du rendement de décoloration en fonction de la 

concentration en peroxyde d‘hydrogène (pH = 2,0 ; t=10min ; Tamb ; [RC]=50mg/L ; [E]=0.6UI/mL). 
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Les résultats relatifs à l‘influence du peroxyde d‘hydrogène sur le rendement de décoloration sont 

similaires à celle de la vitesse. Un rendement maximal de 90 % obtenu pour une concentration en H2O2 

supérieure à 0.05M. Alors, le résultat optimal est obtenu pour un milieu réactionnel contenant une 

concentration de peroxyde d‘hydrogène de 0.05 M qui sera choisi pour étudier les autres paramètres et 

pour la suite des expériences. L‘optimisation de la concentration de substrat peroxyde d‘hydrogène a 

permis d‘augmenter le rendement de décoloration de RC de plus de 10%. 

La linéarisation de Lineweaver-Burk nous permet de confirmer si la cinétique est michaelienne ou 

non et d‘accéder aux paramètres vmax et Km
H2O2 . Les résultats sont représentés sur la figure IV-14 :  

 

Figure  IV-14: Représentation en double inverse de Lineweaver-Burk pour le substrat H2O2. 

Les valeurs des constantes cinétiques ainsi obtenues sont introduites dans le tableau IV-5. D‘après 

ces résultats et comparativement aux résultats de tableau IV-4, la peroxydase possède une affinité plus 

grande vis-à-vis du RC que pour le peroxyde d‘hydrogène.  

Tableau  IV-5 : Constantes cinétiques déterminées pour une variation du substrat H2O2. 

Constantes cinétiques Valeurs  

Vmax (mg/(L.min)) 4,347 ± 0.015 

𝐊𝐦
𝐇𝟐𝐎𝟐  (µM) 140,4 ± 0.049 

𝐊𝐚𝐟𝐟
𝐇𝟐𝐎𝟐 (M

-1
) 7120 ± 2.49 

[H2O2]opt(M) 0,05 

R (%) 90 
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IV.3.1.6.  Effet de la concentration d’enzyme  

La variation de la concentration d‘enzyme conduit à l‘augmentation de la vitesse de la réaction 

d‘une manière quasi-linéaire. Ce résultat est évident puisque la disponibilité de sites enzymatiques 

induit l‘attraction avec les molécules de substrat et par la suite le nombre de molécules converties par 

unité de temps sera élevé. Au-delà d‘une certaine concentration en enzyme de 0.45 UI/mL, la vitesse 

initiale tend vers une valeur constante malgré que la concentration en enzyme augmente (figure IV-15) 

c‘est à dire que les molécules de peroxydase sont en excès par rapport à celles de substrats. Le même 

constat est tiré pour le rendement de décoloration. L‘optimisation de la concentration de la peroxydase 

a permis d‘augmenter le rendement de décoloration du RC de plus de 3 %  par rapport à la dernière 

partie.  

La pente de la première partie de la courbe v0 =f ([E]0) qui est linéaire nous permet de calculer le 

coefficient catalytique kcat, cette valeur est également appelée  le "turnover number"  définit par le 

nombre de molécules de substrats converties en produit par unité de temps par une seule molécule 

d‘enzyme à saturation. La constante catalytique kcat, qui décrit quantitativement l‘influence de la 

concentration d‘enzyme sur l‘activité enzymatique de la peroxydase a été trouvé 0,458.10
-3 

µmol/s/unité enzymatique. L‘effet de ce paramètre nous a permis d‘atteindre un rendement de 93% 

pour une concentration d‘enzyme maximale de 0.45UI/mL. 

 

Figure  IV-15: Variation de la vitesse initiale et le rendement de décoloration en fonction de la 

concentration en enzyme (pH = 2,0 ; t=10min ; Tamb ; [RC]=50mg/L ; [H2O2]=0.05 M). 
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IV.3.1.7.  Cinétique de décoloration dans les conditions optimales 

Le suivi au cours du temps de la décoloration dans les conditions optimales de pH, température, 

concentration en substrats et en enzymes, préalablement déterminées, permettra de constater 

qualitativement et quantitativement le résultat final du procédé enzymatique sur la transformation du 

colorant. Si l‘on porte sur le même graphique la concentration du colorant disparu et le rendement de 

décoloration en fonction du temps dans les conditions optimales, on constate que les allures sont 

analogues à celles de la partie de l‘influence du temps de contact faite auparavant. Cependant, la durée 

de traitement nécessaire pour l‘obtention de l‘équilibre a été réduite jusqu‘à 16 minutes au lieu d‘une 

heure. On observe sur la figure IV-16 que le rendement de dégradation atteint une valeur de 90% au 

bout de 2 minutes et la couleur est achevée complètement après 16 minutes. 

 

Figure  IV-16: Cinétique et rendement de décoloration du RC dans les conditions optimales (pH 2.0, 

Tamb, [RC]=50mg/L, [H2O2]=0.05M, [E]=0.45UI/mL). 

Ces résultats peuvent être a priori comparés à ceux obtenus dans d‘autres travaux et notamment 

par différents procédés physicochimiques et enzymatiques dans le but de dégrader le même colorant 

étudié RC. Il est clair que le procédé enzymatique démontre encore une fois ces avantages du point de 

vu cinétique et technico-économique. Les différentes méthodes de décoloration du RC accompagnées 

avec leurs résultats et références sont regroupées dans le tableau IV-6:  
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Tableau  IV-6: Différentes méthodes utilisées pour le traitement du RC avec leurs résultats obtenus. 

Type de Processus  Résultats Référence 

Enzymatique : MnP de Phanerochaete R= 100%, t= 6h. [203] 

Adsorption sur chitosan R= 90%, t= 8h. [204] 

Enzymatique : MnP  de Schizophyllum R=90%, t=54h. [205] 

Photocatalytique     R=86%, t=3h. [206] 

 

IV.3.1.8.  Effet des effecteurs chimiques : 

La perturbation systématique d‘une réaction enzymatique que ce soit par un activateur ou par un 

inhibiteur pouvant exister dans l‘effluent, est un outil fondamental qui doit être pris en compte. Il est 

nécessaire de mieux comprendre le fonctionnement de tout système par l‘observation des effets 

résultant de la perturbation. De même, l‘étude de l‘inhibition ou de l‘activation enzymatique peut 

significativement contribuer à la compréhension des propriétés de l‘enzyme peroxydase de navet 

"Brassica rapa". Le tableau IV-7représente les taux d‘inhibition et d‘activation des composés qui 

donnent un effet de perturbation sur l‘activité enzymatique de la peroxydase. Les taux d‘activation τaet 

d‘inhibition τisont calculés respectivement par les formules IV-8 et IV-9 :  

𝛕𝐚 % =
𝐕𝟎 𝐚𝐯𝐞𝐜 𝐚𝐜𝐭𝐢𝐯𝐚𝐭𝐞𝐮𝐫−𝐕𝟎 𝐬𝐚𝐧𝐬 𝐚𝐜𝐭𝐢𝐯𝐚𝐭𝐞𝐮𝐫

𝐕𝟎 𝐚𝐯𝐞𝐜 𝐚𝐜𝐭𝐢𝐯𝐚𝐭𝐞𝐮𝐫
. 𝟏𝟎𝟎                                         ( IV-8) 

𝛕𝐢 % =
𝐕𝟎 𝐬𝐚𝐧𝐬 𝐢𝐧𝐡𝐢𝐛𝐢𝐭𝐞𝐮𝐫−𝐕𝟎 𝐚𝐯𝐞𝐜 𝐢𝐧𝐡𝐢𝐛𝐢𝐭𝐞𝐮𝐫

𝐕𝟎 𝐬𝐚𝐧𝐬 𝐢𝐧𝐡𝐢𝐛𝐢𝐭𝐞𝐮𝐫
. 𝟏𝟎𝟎                                         ( IV-9) 

Tableau  IV-7: Valeurs de taux d‘activations et d‘inhibitions de dégradation du RC pour différents 

composés chimiques. 

Effecteurs 
Taux d’activation et 

d’inhibition (%) 

Activateur : 

   -[CaCl2]=5mM 
 

τa = 74.12 

Inhibiteurs : 

  -[D-Glucose]=20 mM 

  - [C6H8O6] = 20 mM 

 

τi = 38.76 

τi = 19.27 

 

D‘après les résultats reportés dans le tableau IV-7, et par comparaison entre l‘activité enzymatique 

avec et sans l‘effecteur, on constate que ce dernier influence sur la vitesse initiale de la peroxydase de 

navet. Le chlorure de calcium joue un rôle d‘activateur. Une élévation importante d‘activité 

enzymatique supérieure à 74 % a été signalée. Ceci, est dû en fait que ce composé contient un ion 
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(Ca
2+

) puisque  les cations métalliques divalents ou monovalents agissent comme des activateurs chez 

presque tous les enzymes. Les ions activateurs et l‘enzyme se lient en complexes de chélation.  

Par ailleurs, l‘acide ascorbique et le D-glucose provoque respectivement une inhibition partielle de 

19% et de 38% de l‘activité enzymatique. Ce résultat montre que la structure moléculaire du colorant 

est le principal paramètre dans les interactions avec les effecteurs. Ceci, parce que ces substances 

contiennent une structure cyclique ou des fonctions similaires à celle de substrat colorant et peroxyde 

d‘hydrogène qui peuvent entrer soit en compétition avec le site actif de substrat, soit avec le complexe 

ES en inactivant la peroxydase ou soit avec les deux en mêmes temps.  

IV.3.2.  Optimisation des paramètres d’immobilisation de la peroxydase  

L‘alginate est l‘un des polymères le plus fréquemment utilisé pour l‘immobilisation par inclusion 

non seulement grâce à ses propriétés de gélification mais aussi grâce à sa non-toxicité, sa 

biodégradabilité, simplicité de mise en œuvre et le coût.  La gélification qui est l‘une des principales 

propriétés des alginates est due au fait qu‘ils réagissent avec les cations divalents, dans notre cas il 

s‘agit d‘une substitution des cations de sodium par les cations de calcium selon la réaction suivante:  

 

La fixation de la peroxydase se fait dans les mailles de gel d‘alginate de calcium où l‘enzyme est 

ajouté avant la polymérisation du gel. Cette technique d‘immobilisation par inclusion est généralement 

la plus stable où l‘enzyme est emprisonnée à l‘intérieur du réseau tridimensionnel d‘une matrice. La 

maille de la matrice assure de manière purement physique la rétention de l‘enzyme et permet la 

diffusion du substrat. Les billes ainsi obtenues, sont sphériques, rigides et stables chimiquement et 

mécaniquement. Elles sont d‘un diamètre moyen de 2.486 mm et une masse moyenne de 0.008 g.  

Les billes d‘alginates ont également fait l‘objet d‘observation au microscopie électronique à 

balayage (MEB). Ainsi, il peut être observé sur la figure IV-17 la distribution de la peroxydase sur la 

couche externe de la bille d‘alginate ou l‘enzyme apparait sous forme des points blancs multiples. Cela 

peut être confirmé après l‘agrandissement de l‘image 160 fois où l‘apparence de l‘enzyme est claire 

dans la bille contenue la peroxydase illustré sur la figure IV-18 en comparant avec celle de la bille 

vide. 

2 (C5H7O4COO 
-
, Na

+
) + Ca

2+
 (2 C5H7O4COO

-
, Ca

2+
) + 2Na

+
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Figure  IV-17 : Observation de la couche externe des billes d‘alginate de calcium par MEB a) sans 

enzyme, b) avec enzyme (image zoomée 40 fois). 

 

 
Figure  IV-18 : Observation de la couche externe des billes d‘alginate de calcium par MEB a) sans 

enzyme, b) avec enzyme (image zoomée 160 fois) 

L'ensemble des substrats (phénol et peroxyde d'hydrogène) étant initialement incolores subit le 

traitement enzymatique après addition de la peroxydase sous forme immobilisée. On constate le 

gonflement des billes et l'apparition d'une couleur rose, mais d'une manière lente par rapport la 

peroxydase libre. Cette couleur apparaît d'abord dans les billes puis diffuse lentement dans le milieu, 

ce qui implique que le déroulement de la réaction se fait à l'intérieur des billes par la pénétration des 

substrats et puis la libération du produit dans le milieu réactionnel. Les phénomènes de pénétration et 

de libération sont des phénomènes de diffusion où il y a un transfert de masse. La figure IV-19 

représente les billes de la peroxydase immobilisée par inclusion dans l‘alginate de calcium avant et 

après la réaction. 

a b 

a b 
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Figure  IV-19 : Billes de peroxydase immobilisée,  a) avant la réaction, b) après  la réaction 

Vu les phénomènes diffusionnelles complexes liés à l‘immobilisation des enzymes est dans le but 

d‘atteindre un meilleur taux de rétention de l‘enzyme (minimum de fuite) et une activité maximale de 

l‘enzyme immobilisée, des tests ont été mené dans les conditions physicochimiques standards en 

faisant varier trois paramètres principaux :  

 La concentration du support d‘immobilisation alginate de sodium  

 La concentration en agent de chélation (CaCl2). 

 La concentration d‘enzyme à immobiliser 

Les paramètres pouvant être mesurés (réponses) sont :  

 Efficacité‎de‎l’immobilisation : ou taux de rétention 

Calculé par la formule suivante :   

𝐄𝐈  % =
 𝐄 𝐥.𝐕𝐄𝐋− 𝐄 𝐟.𝐕𝐟

 𝐄 𝐥.𝐕𝐄𝐋
. 𝟏𝟎𝟎                                                 (‎IV-10) 

 E l  : Concentration de l‘enzyme libre exprimée en UI/mL 

 E f  : Concentration de l‘enzyme du filtrat (solution de CaCl2 et de rinçage) (UI/mL) 

VEL  : Volume de l‘enzyme libre (mL)  

Vf  : Volume de l‘enzyme du filtrat (mL) 

 Activité‎retenue‎ou‎ facteur‎d’efficacité‎𝜼 : Les phénomènes de diffusion influencent sur 

l'activité enzymatique de la peroxydase immobilisée. Pour les quantifier, on calcule le 

facteur d'efficacité η ou l‘activité retenue,  donc, pour une certaine quantité de billes on 

mesure la vitesse initiale de l‘enzyme immobilisée (v0Eim), pour la même quantité 

d‘enzyme, cette vitesse sera comparée à celle de l‘enzyme libre (voEL) par la formule 

suivante : 

𝛈(%) =
𝐯𝟎𝐄𝐢𝐦

𝐯𝟎𝐄𝐋
. 𝟏𝟎𝟎                                       (‎IV-11) 

a b 
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En appliquant les équations IV-10 et IV-11, des paramètres d‘immobilisation tel que : l‘efficacité 

d‘immobilisation (taux de rétention) et le facteur d‘efficacité pouvant être calculés pour une variation 

de la concentration massique (p/V) du support d‘AG-Na exprimé en %, de la charge en enzyme à 

immobiliser et la concentration de chlorure de calcium. Les résultats obtenus sont introduites dans le 

tableau IV-8. 

Le tableau IV-8 montre clairement que l‘efficacité d‘immobilisation augmente avec la 

concentration du support, donc avec la masse d‘alginate. Plus ce gel est présent en grande quantité, 

plus le mélange (alginate de sodium/peroxydase) devient visqueux, plus les billes deviennent  plus 

rigides  qui permettent  une bonne  rétention de l‘enzyme et réduisent la fuite de la peroxydase vers le 

milieu extérieur (solution de gélification CaCl2, solution de rinçage et de conservation des billes). Le 

facteur d‘efficacité est en optimum pour une concentration d‘AG-Na de 1,5%. Au-delà de cette valeur 

on distingue deux cas : pour des valeurs de concentrations d‘AG-Na inférieures à 1.5%, l‘efficacité 

d‘immobilisation et le facteur d‘efficacité sont respectivement de l‘ordre de 71.94% et de 26.27% pour 

une concentration massique de 1% d‘AG-Na, cela peut être expliqué que les billes d‘alginates sont 

moins rigides, donc une fuite importante de l‘enzyme dans le milieu extérieur et par conséquent une 

mauvaise rétention d‘enzyme. 

Tableau  IV-8: Efficacité d‘immobilisation et facteur d‘efficacité calculés à différents concentrations 

en support, enzyme et CaCl2. 

Essai n°1 Concentration d‘alginate de sodium (% P/V) ; CaCl2= 0.1M ;E =  0.7 UI/ml 

 1 1.5 2 2.5 

EI (%) 

η (%) 

71.94 

26.27 

76.59 

45.73 

76.01 
37.96 

83.32 

32.00 

Essai n°2 Concentration d‘enzyme à immobiliser (UI/mL) ; AG-Na= 1.5% ; CaCl2= 0.05M 

 0.7 1.0 1.3 1.8 

EI (% 

η (%) 

77.82 

13.98 

60.08 

30.10 

63.45 

40.82 

54.00 

41.94 

Essai n°3 Concentration de chlorure de calcium (M) ;AG-Na= 1.5% ; E =1.3 UI/ml 

 0.05 0.1 0.15 0.2 

EI (%) 

η (%) 

52.30 

30.86 

35.78 

28.39 

50.01 

27.90 

46.23 

27.40 

 

Par ailleurs, pour des concentrations du support supérieures à 1.5%, les billes sont plus rigides, 

donc une bonne rétention d‘enzyme qui augmente jusqu‘à 83% pour 2.5% d‘AG-Na, mais on trouve 

en revanche pour la même valeur que la diffusion de substrat à l‘intérieur des billes et de produit à 

l‘extérieur est très lente et le transfert de masse devient limitant ce qui entraine la diminution de 



Étude expérimentale                                                                             Chapitre  IV 
 

93 
 

l‘activité enzymatique à 30% par rapport à la valeur maximale. Ces deux phénomènes conduisent à la 

réduction de l‘activité enzymatique, et par conséquent  la diminution de facteur d‘efficacité. Donc, une 

concentration massique d‘AG-Na de 1.5% sera fixée pour la suite de l‘étude pour l‘optimisation des 

conditions d‘immobilisation de la peroxydase et de décoloration du RC. 

La charge en enzyme joue un rôle très important dans l‘immobilisation de n‘importe quelle 

enzyme, dans notre cas l‘augmentation de la concentration d‘enzyme à immobiliser engendre une 

meilleure rétention d‘enzyme mais elle provoque un abaissement de l‘activité enzymatique due à 

l‘encombrement stérique des molécules d‘enzyme dans les mailles du support ce qui réduit la 

formation du complexe enzyme-substrat. Les valeurs de l‘essai n°2 reportés dans le tableau IV-8 

montrent qu‘une concentration d‘enzyme de 1.3 UI/mL est la meilleure pour une bonne rétention 

d‘enzyme et un facteur d‘efficacité maximal. 

Le chlorure de calcium joue un rôle d‘un gélifiant. Le tableau IV-8 montre que l‘efficacité 

d‘immobilisation et l‘activité enzymatique de la peroxydase immobilisée est en maximum pour une 

concentration de 0.05M de CaCl2. Pour une concentration supérieure à cette valeur, les billes 

d‘alginate sont plus petites et plus rigides à cause de gélification, donc moins actives. 

Il est bien connu qu‘une enzyme immobilisée perd une partie de son activité suite à son 

immobilisation. Ce fait est attribuable à plusieurs facteurs dont le microenvironnement dans lequel 

l‘enzyme est immobilisée. Elle subit des contraintes de charges ioniques ou d‘encombrement stérique, 

mais il est important d‘en réduire au maximum  par une optimisation des conditions opératoires 

initiales dont la concentration du support, d‘enzyme et de la solution de gélification. En résumé, les 

conditions optimales d‘immobilisation de la peroxydase par inclusion dans les mailles d‘alginate de 

calcium qui donnent un facteur d‘efficacité maximale et un meilleur taux de rétention sont : 

 Une concentration massique de 1.5% d‘AG-Na,  

 Une charge de 1.3UI/mL d‘enzyme à immobiliser. 

 Une concentration de 0.05Mde CaCl2.   

Dans ces conditions optimales déterminées on prépare à nouveau des billes d‘alginates qui seront 

utilisées pour la suite de l‘étude.  
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IV.3.3.  Effet des paramètres opératoires sur la cinétique de décoloration du RC par la 

peroxydase   immobilisée  

IV.3.3.1.  Effet du pH 

L‘histogramme reporté dans la figure IV-20 présente l‘évolution du rendement de décoloration de 

RC en fonction de pH et souligne que l‘immobilisation de la peroxydase par inclusion dans l‘alginate 

de calcium se traduit par une diminution mesurable de l'activité enzymatique par rapport à celle de la 

peroxydase libre et par conséquent sur le rendement de décoloration. Ceci, parce que le milieu acide 

est le milieu favorable pour que la peroxydase donne son point d‘activité maximale. Donc, si 

l‘environnement des billes est acide, l‘enzyme incorporée dans ces billes se trouve dans un milieu 

moins acide. Cette diminution de l‘activité enzymatique due à l‘immobilisation de la peroxydase dans 

l‘alginate de calcium a été observée dans les travaux de Maddhinni et al où la dégradation de jaune 

direct 12 a été réduite de 20% [124].  

 

Figure  IV-20: Effet du pH sur le rendement de décoloration du RC par la peroxydase immobilisée 

(t=1h ;Tamb ;[RC]= 50mg/L ; [H2O2]=0.05M ; mbilles = 0.7g). 

IV.3.3.2.  Effet du temps de contact  

Les allures des cinétiques illustrées dans la figure IV-21 est analogue à celle traité par la 

peroxydase en solution mais la différence est apparait dans la diminution de l‘activité enzymatique et 

le rendement de décoloration dû aux phénomènes de diffusion des substrats et des produits. La vitesse 

initiale est toujours déterminée par la tangente de la première partie linéaire et elle a été mesurée dans 
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les premiers dix minutes. Pour la suite de l‘étude il suffit donc 10 minutes pour le déroulement de la 

réaction. 

 

Figure  IV-21: Cinétique et rendement de décoloration de RC avec la peroxydase immobilisée 

(pH=2.0 ;  Tamb ; [RC]=50mg/L ;[H2O2]=0.05M ;mbilles = 0.7g). 

IV.3.3.3.  Effet de la température  

A partir de l‘histogramme introduit dans la figure IV-22, nous avons observé que l‘immobilisation 

exerçait une influence sur l‘activité enzymatique de la peroxydase si on fait varier la température et 

donne des résultats différentes par rapport à la peroxydase libre. Il est donc nécessaire d'en préciser 

l'importance. La température optimale est de valeur de 40°C (même température optimale déterminée 

lors de l‘étude avec l‘enzyme libre). Pour la suite de l‘étude les expériences seront effectuées à la 

température ambiante. 
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Figure  IV-22: Effet de la température sur le rendement de décoloration du RC avec la peroxydase 

immobilisée (pH =2.0 ; t=10min ; [RC]=50mg/L ; [H2O2]=0.05 M ; mbilles = 0.7g). 

IV.3.3.4.  Effet de la concentration du colorant 

Sur la figure IV-23 qui représente la courbe de cinétique et de rendement de décoloration on 

constate que la variation de la vitesse initiale présente une partie linéaire ascendante.  La vitesse de 

transformation n‘atteint sa valeur limite que pour des concentrations initiales en colorants très élevée 

par rapport à celles trouvées dans le cas de la peroxydase libre. La zone d‘inhibition n‘existe plus dans 

le cas du traitement du RC par la peroxydase immobilisée et le rendement de décoloration obtenu est 

acceptable, il est de l‘ordre de 90%. Ces résultats ne sont que préliminaires vu qu‘il existe encore des 

paramètres à optimiser. L‘intersection des deux courbes de vitesse et de rendement donne la 

concentration optimale en colorant qui sera utilisée pour la suite de l‘étude, elle est grande plus de trois 

fois par rapport à celle obtenue lors de l‘étude avec la peroxydase libre, elle est de l‘ordre de 180 

mg/Let le rendement correspondant est de 86%.  

L‘immobilisation des enzymes affecte beaucoup leurs propriétés cinétiques. En effet, à la vitesse 

de réaction enzymatique proprement dite, il faut ajouter l‘effet du microenvironnement qui conditionne 

toute l‘activité catalytique. Ainsi, les phénomènes de diffusion limitent l‘excès du substrat au niveau 

du site enzymatique, ce qui permet de réduire l‘inhibition par excès de substrat, voire l‘éliminer. Dans 
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certains cas les phénomènes de diffusion ont certains avantages, pour des solutions concentrés en 

colorant où peut occurer un phénomène d‘inhibition par excès de substrat.  

L‘inhibition par excès de substrat sera diminuée puisque la peroxydase se trouve protégée contre 

les conditions enviromentales "agressives",  Si le milieu extérieur des billes est encombré par les 

molécules de substrat, le milieu intérieur est moins chargé par ces molécules puisque la concentration 

en substrat diminue au fur et à mesure que l‘on se rapproche de la surface des billes par l‘extérieur de 

ceux-ci jusqu‘à ce qu‘elle devient minimale ou nulle au centre des particules. Ceci a pour conséquence 

une augmentation de la vitesse optimale et de la concentration de colorant optimale. Cette élévation de 

la concentration sous l‘effet de l‘immobilisation a déjà été observée par d‘autres auteurs pour d‘autres 

colorants traités par la peroxydase [124]. 

 

Figure  IV-23: Vitesse et rendement de transformation du RC par la peroxydase immobilisée (pH=2.0 ; 

t=10min ; Tamb ; [H2O2]=0.05 M ; mbilles = 0.7g). 

 

IV.3.3.5.  Effet de la concentration du peroxyde d’hydrogène 

Pour une concentration fixe et optimale en colorant, l‘influence des différentes concentrations 

initiales de substrat peroxyde d‘hydrogène sur l‘activité enzymatique de la peroxydase immobilisée est 

représenté sur la figure IV-24. La variation de la concentration du peroxyde d‘hydrogène sur la vitesse 
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initiale a un effet différent et inverse à ce qui remarqué lors de l‘étude avec l‘enzyme libre. Dans ce 

cas, la cinétique enzymatique n‘obéit plus au modèle de Michaelis-Menten. 

 

Figure  IV-24: Variation de la vitesse initiale et le rendement de décoloration en fonction de la 

concentration en peroxyde d‘hydrogène (pH=2.0 ; t=10min ; Tamb ; [RC]=180 mg/L ; mbilles = 0.7g). 

Ce changement peut être expliqué par un phénomène observé au cours de la réalisation des 

expériences où les billes d‘alginate flottent à la surface de la solution pour des concentrations élevés en 

peroxyde d‘hydrogène par contre pour des concentrations faibles, les billes se déposent en bas de tube 

(figure IV-25). Ceci, peut être expliqué par le fait que les billes soient remplies par des bulles de gaz 

qui les portent à la surface. Sachant que le peroxyde d‘hydrogène à une propriété de dégager d‘une 

manière intense de l‘oxygène et surtout s‘il est en forte concentration, donc cette propriété peut gêner 

et limiter l‘action de la peroxydase. 

 

Figure  IV-25 : Position des billes d‘alginate, (a) pour [H2O2]0>0.01M, (b) pour [H2O2]0≤0.01M. 
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IV.3.3.6.  Cinétique de décoloration dans les conditions optimales 

L‘allure de cinétique de transformation enzymatique du RC avec la peroxydase immobilisée dans 

les conditions optimales reporté sur la figure IV-26 sont similaires qualitativement mais néanmoins 

quantitativement différentes, à celles observées lors de l‘étude avec l‘enzyme libre.  Auparavant on a 

obtenu un rendement de décoloration élevé pendant une durée très courte.  Par contre dans ce cas une 

durée d‘une heure est nécessaire pour dégrader 90 % de RC en produit précipité.  En comparant les 

valeurs des vitesses initiales et les rendements de décolorations obtenues avant et après optimisation 

des conditions opératoires en utilisant la peroxydase immobilisée, on trouve que la réalisation de la 

dégradation du colorant azoïque RC dans les conditions optimales a pour but d‘en augmenter.  

 

Figure  IV-26: Cinétique et rendement de décoloration du RC par la peroxydase immobilisée dans les 

conditions optimales (pH=2.0 ; t=10min ; Tamb ; [RC]=180 mg/L ; [H2O2]=0.01 M ; mbilles = 0.7g). 

 

IV.3.3.7.  Traitement des colorants par la peroxydase immobilisée en batch successifs : 

       L‘objectif est d‘analyser la stabilité de l‘enzyme après plusieurs utilisations successives en 
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Figure  IV-27: Rendement de décoloration du RC après chaque utilisation (pH=2.0 ; t=10min ; Tamb ; 

[RC]=180 mg/L ;[H2O2]=0.01 M ; m billes=1g). 

        Le pouvoir catalytique des enzymes immobilisées peut être conservé et réutilisé grâce à leur 

fixation. Cette faculté est d‘un intérêt primordial pour l‘exploitation à l‘échelle industrielle. Cependant, 

une fuite plus ou moins prononcée de l‘enzyme peut provoquer la diminution de son activité ou du 

rendement de transformation. Une stabilité de l‘activité peroxydasique dans la dégradation du RC est 

observée jusqu‘au dixième batch. Pour une même quantité des billes on peut avoir une décoloration 

supérieure à 80% et 64% successivement après la cinquième et dixième utilisation. Donc, on peut dire 

que l‘immobilisation est une opération efficace qui permet une utilisation pratique de la peroxydase 

dans la dégradation des colorants azoïques.  

Des résultats comparables ont été trouvés en utilisant les alginates pour immobiliser les 

peroxydases de différentes sources destinées pour la dégradation des colorants azoïques. Boucherit et 

al [96] ont trouvé que la peroxydase extraite à partir de la courgette "Cucurbita pepo" et immobilisée 

dans l‘alginate de calcium peut décolorer 35% du colorant azoïque jaune direct 106 après sa cinquième 

réutilisation. Dans un autre travail et avec utilisation d‘un autre support de fixation  Con A-Sephadex, 

Akhtar et al [174] ont étudié huit colorants appartenant dans la classe tinctoriale réactive, y compris six 

colorants ayant la fonction azoïque. Ils ont pu dégrader plus de 25% du colorant après la dixième 

réutilisation de la peroxydase extraite de la gourge amère "Momordica charantia" et immobilisée dans 

Con A-Sephadex [174].  
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IV.3.3.8.  Discussion sur les phénomènes de diffusion 

L'immobilisation par inclusion est une méthode simple et bien maîtrisable dans sa mise en 

œuvre. Elle permet en une seule étape, d'immobiliser la totalité de la masse d'enzyme mise en jeu. La 

méthode d'inclusion consiste à incorporer l'enzyme dans un gel insoluble constitué d'une matrice 

organique (polymère). Dans notre cas, la peroxydase est mélangée au matériau, l'alginate de sodium où 

elle se trouve piégée à l'intérieur des matrices polymériques. La maille de la matrice assure de manière 

purement physique la rétention de l'enzyme "la peroxydase" tout en permettant la diffusion du substrat 

jusqu'au site actif de l'enzyme grâce à une porosité suffisante du gel. La localisation des molécules 

d'enzymes à l'intérieur du polymère ou du volume délimité par celui-ci, aura une implication sur le 

phénomène de transfert de masse du substrat de la solution à l'enzyme puis du produit de la réaction 

sortant vers la solution.  

Aux phénomènes de diffusion extraparticulaires viendront donc s'ajouter les phénomènes de 

diffusions intraparticulaires limitant d'autant l'efficacité de l'action des enzymes immobilisées. On peut 

à partir de de la figure IV-28 interpréter le mécanisme de transfert de masse du colorant vers l‘enzyme. 

Les substrats RC et peroxyde d‘hydrogène se diffusent à travers le film de transfert à l‘intérieur des 

billes oùla réaction se déroule puis le produit formé se diffuse lentement et de la mȇme manière vers 

l‘extérieur où il sera libéré facilement dans le milieu extérieur. Cela permet de retirer et séparer le 

produit aisément du milieu réactionnel. 

 

Figure  IV-28 : Schéma illustrant la diffusion du substrat à l‘intérieur des billes. 
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Afin de mesurer le facteur d‘efficacité η il faut tracer tout d‘abord sur le même graphique les 

vitesses initiales exprimées en une masse du substrat disparue par unité de temps et par unité 

enzymatique pour une variation de la concentration du colorant RC, la figure IV-30 montre la 

différence entre les vitesses de l‘enzyme libre et immobilisée. Le rapport entre l‘activité enzymatique 

de l‘enzyme immobilisée et l‘activité enzymatique de l‘enzyme libre  correspondant à la concentration 

maximale du colorant RC donnant une activité optimale avec l‘enzyme libre nous permet de calculer le 

facteur d‘efficacité η comme l‘indique la figure IV-29. 
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Figure  IV-29 : Variation de la vitesse initiale en fonction de la concentration de substrat RC avec 

l‘enzyme libre et immobilisée 

 

Afin d‘évaluer quantitativement l‘effet des limitations difusionnelles sur la cinétique enzymatique 

globale, il est nécessaire de calculer deux paramètres importants :  

- Le facteur d‘efficacité η qui permet de quantifier l‘écart du point de vue de cinétique globale 

entre le procédé à enzymes immobilisées et le procédé à enzymes libres,  

- Le module de Thiele Φ qui reflète la concurrence entre le procédé cinétique et le procédé 

difusionnel.  

Les deux paramètres adimensionnels : le facteur d‘efficacité η et le module de Thiele Φ ont été 

calculés successivement par les équations II-4 et II-5 et les valeurs trouvées à partir des données 

cinétiques étaient de l‘ordre de 0.598 et 1.215 respectivement. 

 

Commentaire [c2]:  
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Conclusion 

Les suivis de cinétiques des réactions enzymatiques sont parmi les moyens d‘approche les plus 

performants pour élucider les mécanismes catalytiques des enzymes. Une des premières mesures 

effectuées dans toute étude cinétique enzymatique est la détermination de la variation de la vitesse 

initiale en fonction de la concentration du substrat, qui nous conduit à la mesure d‘autres paramètres, le 

plus important dans notre cas est le rendement de décoloration.  

L‘immobilisation d‘une enzyme permet à la fois son utilisation dans un réacteur continu, sa 

récupération et sa réutilisation. Il est ainsi possible d‘améliorer de manière très significative l‘aspect 

technico-économique du procédé enzymatique, d‘autant plus que le coût de l‘enzyme est élevé. Ce 

bénéfice est très souvent augmenté par le fait que l‘immobilisation se traduisant par une augmentation 

très significative de la stabilité de l‘enzyme, en raison de la préservation de la structure 

tridimensionnelle active. Tous ces facteurs permettent une faisabilité d‘un procédé continu à travers la 

conception  d‘un bioréacteur à base de l‘enzyme immobilisée.  

Les résultats obtenus montrent que l‘enzyme peroxydase extraite à partir du navet, sous forme 

d‘enzyme libre et immobilisée, permet de décolorer efficacement le RC sous des conditions 

physicochimiques de pH de 2.0 et sous une température de 40°C en présence de peroxyde d‘hydrogène 

en concentration très faible (0.01 M). La peroxydase piégée dans les billes d‘alginate de calcium peut 

traiter une solution de RC avec une concentration de 180 mg/L supérieure d‘autant plus de trois fois à 

celle traitée par la peroxydase libre. Les résultats ainsi estimés le long de cette étude sont récapitulés 

dans le tableau IV-9 :  

Tableau  IV-9 : Conditions et résultats optimales obtenus par la peroxydase libre et immobilisée. 

 Peroxydase libre Peroxydase immobilisée 

pH 2.0 2.0 

Température (°C) Ambiante Ambiante 

[RC] (mg/L) 50 180 

[H2O2] (M) 0.05 0.01 

[E] (UI/mL) 0.45 0.7g de billes  

R (%) 100 92 

Temps (min) 10 60 

Batch successif  -- 10 fois  

 

 

 



  

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre V. Décoloration du RC dans le réacteur 
à lit fixe à peroxydases immobilisées 
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Introduction 

 

Compte tenu de la grande consommation de l‘enzyme lors du traitement d‘une quantité importante 

de l‘effluent coloré, une opération continue dans un réacteur à lit fixe a été choisie, car il permet de 

traiter une charge importante de l‘effluent avec une réutilisation de la même quantité d‘enzyme par sa 

fixation dans un support. En effet, l‘immobilisation d‘une enzyme permet soit son utilisation dans un 

réacteur continu, soit sa récupération et sa réutilisation. Il est ainsi possible d‘améliorer de manière très 

significative l‘économie d‘un procédé enzymatique, d‘autant plus que le coût de l‘enzyme est élevé. 

Ce bénéfice est très souvent augmenté par le fait que l‘immobilisation se traduit par une augmentation 

très significative de la stabilité de l‘enzyme, en raison de la préservation de la structure 

tridimensionnelle active. 

Comme les réacteurs à lit fixe sont couramment utilisés dans les procédés à enzymes 

immobilisées, surtout pour le traitement d‘eaux et d‘effluents, donc on va utiliser ce type de 

bioréacteur dans notre cas. Deux bioréacteurs à lit fixe ont été utilisés avec des dimensions différentes 

en gardant toujours le même volume, le garnissage des deux bioréacteurs se fait par la peroxydase 

extraite et purifiée à partir du navet blanc "Brassica rapa" et immobilisée dans l‘alginate de calcium. 

Le fonctionnement de ces réacteurs sera étudié et comparé dans les mêmes conditions opératoires pour 

une variation de débit hydrodynamique et de concentration en substrat colorant en n‘oubliant jamais de 

tester leur stabilité de conduite.  

Donc, la réalisation d‘un réacteur enzymatique de type colonne garnie visant à éliminer un 

effluent synthétique contenant le colorant azoïque RC par la peroxydase immobilisée par inclusion 

dans le gel alginate de calcium sera étudiée et l'influence des conditions expérimentales favorisant 

l‘obtention d‘une décoloration totale sera fait. 
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V.1.  MATÉRIELS ET MÉTHODES 

V.1.1.  Calcul de réacteur et dimensionnement approché : 

Les bioréacteurs à lit fixe sont couramment utilisés dans le traitement d‘eau et d‘effluents. 

L‘intérêt d‘utiliser cette configuration plutôt que celle d‘un autre bioréacteur est due au fait qu‘elle 

permet le conduit des réactions enzymatiques hétérogènes à grande échelle. Ainsi l‘étape de séparation 

du biocatalyseur et du produit pourra être évitée. Le bioréacteur à lit fixe permet aussi à la fois d‘avoir 

une importante productivité, son dimensionnement se fait en établissant les bilans massiques sur un 

volume élémentaire de lit. On considère un réacteur à lit fixe constitué d‘une colonne de diamètre Ø et 

d‘une hauteur du garnissage H, remplie de particules sphériques de diamètre constant. Le réacteur est 

alimenté avec un débit D de milieu contenant une concentration du colorant azoïque RC bien 

déterminée selon le cas et l‘effet de paramètre étudié.  

L‘objectif fixé par une modélisation d‘un bioréacteur est de pouvoir calculer son volume total, et 

par conséquent estimer ses dimensions (diamètre et hauteur) qui nous permet de faire une conception 

du bioréacteur. Donc, à partir de l‘étude avec la peroxydase libre et immobilisée et dans le but de 

dégrader le colorant RC dans le bioréacteur à lit fixe, un calcul de réacteur en présence de limitations 

diffusionnelles s‘appuie sur les hypothèses et les données suivantes :  

 Cinétique de dégradation du RC : ordre 1 avec  vmax= 5.50 mg/L/min et 𝐾𝑠 =65.8 mg/L. 

 Rendement de décoloration envisagé : 99%  

 Concentration initiale du RC : 50 mg/L 

 Débit hydrodynamique : 150 mL/h.  

 Le facteur d‘efficacité η  : 0.598. 

 la porosité ε du lit garni par des particules sphériques : 0.4. 

L‘estimation de toutes ces grandeurs permet de faire un calcul du bioréacteur. Après une application 

numérique de l‘équation II-8 :  

𝑽 =
𝑲𝒔𝑫𝒍𝒏

[𝑺]𝟎

[𝑺]

𝑽𝒎𝒂𝒙𝜼 𝟏 − 𝜺 
 

Le volume du bioréacteur de géométrie cylindrique sera donc : 

 

Deux bioréacteurs à lit fixe ont été conçus, de diamètre et hauteur différents mais en gardant 

toujours le même volume afin d‘étudier l‘effet du rapport hauteur/diamètre (H/Ø) sur l‘efficacité du 

bioréacteur enzymatique sur la décoloration du RC.  

V= 384 cm
3
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Le premier bioréacteur d‘un diamètre large (Ø=5.0 cm). Sa hauteur correspondante sera donc 

H=20 cm, par conséquent le rapport H/Ø=4. Pour le deuxième bioréacteur,  plus étroit, ses dimensions 

seront donc :  Ø=3.5 cm, H=40 cm d‘où H/Ø =11.4. 

V.1.2.  Description du dispositif expérimental : 

Deux montages expérimentaux de même configuration ayant les dimensions précédemment 

calculées ont été réalisés (figure V-1). Ils comprennent essentiellement deux parties essentielles :  

 Une colonne en verre, fixée à l‘aide d‘un support et remplie de particules sphériques d‘alginate 

de calcium contenant une charge homogène de peroxydase. Ces particules ayant généralement 

une taille uniforme, sont bien entassées dans la colonne maintenue en position verticale.  

 Une pompe d‘aquarium immergée dans le mélange réactionnel a pour objectif d‘alimenter le 

bioréacteur par les deux substrats (RC et peroxyde d‘hydrogène) dissouts dans la solution 

tampon pH 2.0. Le mélange réactionnel qui circule à travers le lit garni est mis en contact avec 

les particules catalytiquement actives pour subir la transformation enzymatique. Le rétentat 

élué de la colonne sera dosé par le spectrophotomètre. 

 

Figure  V-1 : Photos des réacteurs à lit fixe à peroxydase immobilisée a) Bioréacteur de H/Ø =11.4, 

b)Bioréacteur de H/Ø=4 

Solution récupérée 

après traitement  

Lit garnie par les 

billes de peroxydase  

Plaque de 

distribution du 

liquide  

Pompe immergée 

dans le mélange 

réactionnel  

 

a)  b)  
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V.1.3.  Etude des paramètres opératoires sur le rendement de décoloration du RC dans deux 

bioréacteurs à lit fixe  

L'étape suivante consiste à étudier quelques paramètres physico-chimiques et hydrodynamiques 

dans le but d‘optimiser le rendement de décoloration du RC par la peroxydase immobilisée. Cette 

étape vise à étudier l‘influence de la concentration du substrat RC, du débit et de la stabilité des deux 

bioréacteurs lors de la décoloration du RC.  

 Effet de débit d’alimentation : Le débit de la solution d‘alimentation sera réglé par la pompe 

en fixant la concentration du substrat RC à 50 mg/L et celle du peroxyde d‘hydrogène à 0.01M, 

les deux substrats sont préparés dans la solution tampon pH 2.0. Lors de réalisation de 

l‘expérience, le traitement des solutions dans chaque bioréacteur a été réalisé en prenant les 

cinq premières fractions de volume de 10 mL pour une variation du débit entre 100 et 

600mL/h. 

 Effet de la concentration du colorant : Une fois le débit d‘alimentation sera fixé, on procède 

de la même façon pour étudier l‘effet de la concentration du colorant sur le rendement de 

dégradation du RC dans les deux bioréacteurs. La concentration du RC est comprise entre 40 et 

280 mg/L. 

 Etude de la stabilité du bioréacteur : La durabilité d‘un procédé est l‘un des critères de choix 

pour démontrer son efficacité. Pour cela, la stabilité de la performance sera testée lors du 

fonctionnement continu de 5h/jour des deux bioréacteurs sur une durée de 12 jours sous les 

conditions optimales de débit et de concentration du RC.  

V.2.  RÉSULTATS ET DISCUSSION 

V.2.1.  Effet du débit sur la décoloration du RC dans les deux bioréacteurs  

Les rendements de décoloration du RC pour une variation de débit comprise entre 100 et 600 

mL/h sont reportés dans les figures V-2 et V-3. Les résultats montrent que la décoloration dans le BØ5 

a une valeur maximale égale à 98% pour un débit de 100 mL/h. Au delà de cette valeur de débit, le 

taux de dégradation diminue jusqu‘à une valeur de 80% pour un débit de 600 mL/h. Cependant, avec 

le BØ3.5 (figure V-3) la décoloration est pratiquement totale pour un débit d‘alimentation de 

100mL/h. En plus, l‘augmentation du débit ne provoque pas une diminution remarquable du 

rendement en comparant avec celui du bioréacteur BØ5., Pour un débit de 600 mL/h, la biodégradation 

est de l‘ordre de 96 %, 

Ceci est expliqué par le fait que lorsqu'on augmente le débit, le temps de séjour de substrat qui 

traverse le lit du bioréacteur devient insuffisant pour permettre sa diffusion dans les billes d‘alginates 

et par conséquent cela empêche d‘avoir une conversion totale. 
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Figure  V-2: Variation du rendement de décoloration du RC en fonction du débit pour cinq fractions de 

10mL dans le BØ5 (pHopt = 2 ; Tamb ; [RC]=50mg/L ; [H2O2]=0.01M). 

 

Figure  V-3: Variation du rendement de décoloration du RC en fonction du débit pour cinq fractions de 

10mL dans le BØ3.5 (pHopt = 2 ; Tamb ; [RC]=50mg/L ; [H2O2]=0.01M). 

Pour visualiser bien l‘effet de débit d‘alimentation sur le processus de décoloration dans les deux -

bioréacteurs à lit fixe de dimensions différentes, on trace sur le même graphique les valeurs moyennes 

des cinq fractions en fonction de débit. 
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Figure  V-4: Effet du débit sur le rendement de décoloration du RC dans les deux bioréacteurs 

(pHopt=2 ; Tamb ; [RC]=50mg/L ; [H2O2]=0.01M). 

 

Les résultats de la figure V-4 montrent que le taux de dégradation du RC dans les deux 

bioréacteurs de différentes dimensions est inversement proportionnel à la variation du débit 

d‘alimentation mais cette diminution est très claire dans le bioréacteur BØ3.5. En conclusion, on 

pourra dire que la dégradation est meilleure dans le bioréacteur de H/Ø=11.4. Le débit choisi pour la 

suite de l‘étude sera 100 mL/h. Ceci a été confirmé par plusieurs auteurs, lors du traitement des 

effluents industriels en utilisant un bioréacteur à lit fixe ; ces auteurs ont expliqué que les débits 

d‘alimentation faibles entraineraient un bon contact entre l‘enzyme et le substrat qui, à leur tour vont 

donner un taux significatif de dégradation du colorant [207]. 

V.2.2.  Effet de la concentration du colorant sur la décoloration du RC dans les deux 

bioréacteurs 

Les résultats représentés  sur la figure V-5 montrent que le rendement de décoloration reste 

quasiment constant et prend une valeur de l‘ordre de 92% pour des concentrations inferieures à 200 

mg/L. Si on augmente la concentration au delà de 240 mg/L, la biodégradation du colorant diminue 

brusquement jusqu‘à 75% pour une concentration de 280 mg/L. On constate, par ailleurs, que 

l‘augmentation de la concentration du RC a pour effet de décroitre le taux de transformation du 

colorant. Par ailleurs  la figure V-6 montre que le bioréacteur BØ3.5 donne une biodégradation quasi 

totale pour toute la gamme étudiée de concentrations du RC. 
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Figure  V-5: Variation du rendement de décoloration en fonction de la concentration du RC pour cinq 

fractions de 10 mL dans le BØ5 (pHopt = 2 ; Tamb ;D=100mL/h ; [H2O2]=0.01M). 

 

Figure  V-6: Variation du rendement de décoloration en fonction de la concentration du RC pour cinq 

fractions de 10 mL dans le BØ3.5 (pHopt = 2 ; Tamb ;D=100mL/h ; [H2O2]=0.01M). 

Les rendements moyens tracés en fonction de la concentration initiale du RC sont illustrés sur la 

figure V-7.  
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Figure  V-7 : Effet de la concentration du colorant sur le rendement de décoloration du RC dans les 

deux bioréacteurs à lit fixe (pHopt = 2 ; Tamb ;D=100mL/h ; [H2O2]=0.01M). 

 

La figure V-7 montre une conversion totale du RC (98 à 100%) dans le bioréacteur BØ3.5  

(H/Ø=11.4) pour des concentrations comprises entre 40 et 280 mg/L. Alors que le bioréacteur BØ5, le 

rendement est de l‘ordre de 90% pour des concentrations inférieures à 240 mg/L ; cependant, lorsqu‘on 

augmente la concentration de RC à 280 mg/L, le rendement de décoloration chute jusqu‘à une valeur 

de 77 %.  

L‘effet de la concentration du RC montre que la meilleure dégradation est obtenue dans le 

bioréacteur BØ3.5 où le temps de séjour du fluide d‘alimentation est plus important à celui du 

bioréacteur le plus large caractérisé par un rapport H/Ø=4. Pour la suite de l‘étude la concentration 

choisie est 100mg/L. L‘analyse graphique de ce paramètre montre que la concentration du colorant est 

le facteur le plus déterminant pour le traitement du RC. 

V.2.3.  Stabilité du fonctionnement du bioréacteur à lit fixe   

Le but est d‘étudier la stabilité de performance lors du fonctionnement en continu sur une longue 

durée. Les essais ont été menés sous les conditions opératoires optimales préalablement déterminées : 

débit de 100mL/h; concentration du colorant de 100mg/L. Les résultats de cette expérience sont 

illustrés sur les deux figures V-8 et V-9. 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

40 80 120 160 200 240 280

R
 (

%
)

[RC] (mg/L)

B Ø=5 cm

B Ø=3.5 cm



Étude expérimentale                                                                           Chapitre  V 
 

112 
 

 

Figure  V-8 : Stabilité de conduite du BØ5pour un fonctionnement de cinq heures par jour (pHopt =2 ; 

Tamb ;[H2O2]=0.01M ; D=100mL/h, [RC]=100mg/L) 

 

Figure  V-9 : Stabilité de conduite du BØ3.5 pour un fonctionnement de cinq heures par jour 

(pHopt=2 ; Tamb ;[H2O2]=0.01M ; D=100mL/h, [RC]=100mg/L) 

Les résultats présentés sur la figure V-8 correspondant au bioréacteur BØ5,  montre que malgré 

une diminution progressive du rendement en fonction de temps, on observe qu‘après 10 jours, le 

pourcentage de décoloration reste acceptable et prend une valeur moyenne de 80%.  Une meilleure 

performance est obtenue avec le bioréacteur de BØ3.5. En effet, la figure V-9 montre que le taux de 
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conversion du RC reste stable pendant 12 jours et prend une valeur de plus de 95%. Une meilleure 

visualisation des résultats est illustrée sur la figure V.10.  

 

Figure  V-10 : Stabilité de dégradation du RC dans deux bioréacteurs pendant 12 jours (pHopt =2 ; 

Tamb ; [H2O2]=0.01M ; D=100mL/h ; [RC]=100mg/L) 

La baisse de performance peut etre due à plusieurs facteurs tels que le colmatage des pores des 

billes d‘alginate par le produit de la réaction, ce qui limite la diffusion du colorant vers l‘intérieur des 

billes d‘alginate. La réaction devient alors de plus en plus lente, ce qui conduit à la diminution du 

rendement de biodégradation du colorant. La figure V-11 présente l‘aspect de l‘eau de rinçage du lit 

des bioréacteurs à la fin du traitement où la décantation de précipité obtenu après la décoloration du 

RC est observée au fond du bécher. Un cycle de rinçage pourra donc être recommandé après chaque 

traitement afin de garder une performance stable. 

 

Figure  V-11: Aspect de l'eau de rinçage des bioréacteurs après chaque traitement de décoloration. 

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux obtenus par différents auteurs sur l‘utilisation des 
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0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

2 4 6 8 10 12

R
 (

%
)

temps (jours)

BØ=5cm

BØ=3.5cm



Étude expérimentale                                                                           Chapitre  V 
 

114 
 

la benzidine par la peroxydase immobilisée dans l‘alginate de calcium dans un réacteur à lit horizontal, 

l‘efficacité d‘élimination de la benzidine était de 40% après un mois de son fonctionnement continu 

[208]. 

 

Conclusion  

Dans la configuration du réacteur à lit fixe, la colonne est remplie par le biocatalyseur immobilisé, 

et le fluide d‘alimentation passe à travers de ce lit. Ce type de réacteur a un fonctionnement semblable 

au réacteur de type piston, ses avantages résident dans la facilité de mise en œuvre et dans le faible 

coût. Dans cette partie expérimentale, une première étape consiste à faire un calcul du réacteur avec 

des modèles simples.  Afin de faire un rapprochement avec un cas idéal, des calculs ont été effectués 

en envisageant un réacteur ayant un comportement de type piston en se basant sur certaines hypothèses 

et en utilisant les données expérimentales obtenues lors de l‘étude de cinétique de dégradation du RC 

avec la peroxydase libre et immobilisée. 

Le fonctionnement de ce type de bioréacteur a été testé sous différentes conditions géométriques, 

hydrodynamiques et physico-chimiques dans le but de déterminer les conditions optimales donnant le 

rendement maximal d‘élimination. A la lumière des résultats obtenus il a été conclu que le bioréacteur 

BØ3.5  ayant un diamètre réduit et par conséquent le temps de séjour le plus long a donné la meilleure 

performance pour une concentration en RC de 100 mg.L
-1

 lorsqu‘il était alimenté à un débit de 

100mL.h
-1

. Le même bioréacteur  a montré aussi une stabilité remarquable lors d‘un fonctionnement 

en continu durant une période de 12 jours.  
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Introduction 

La majorité des réactions enzymatiques à deux substrats réagissent pour donner deux produits. 

Dans notre cas la disparition de colorant est suivie par l‘apparition d‘autres produits. Le précipité 

obtenu après une réaction enzymatique d‘oxydoréduction par la peroxydase de navet est récupéré, 

séché et broyé afin de le comparer analytiquement au colorant de départ et identifier sa composition 

par les spectroscopies UV-Visible et IR. Le test de toxicité et de phytotoxicité est l‘une des approches 

qui permet d‘évaluer la classe de  toxicité des produits formés en vue d‘une éventuelle possibilité de 

recyclage des eaux traitées. 

VI.1.  MATÉRIELS ET MÉTHODES 

VI.1.1.  Analyse des solutions  

 Test par UV-Visible : La nature de surnageant obtenu après décoloration de la solution et 

séparation du précipité est détectée par analyse de spectre d‘absorbance dans le 

spectrophotomètre UV-Visible en le comparant avec la solution du colorant n‘ayant subi aucun 

traitement.   

 Test de phytotoxicité : Les solutions de colorant à 100 mg/L et de surnageant seront utilisés 

pour l‘irrigation de 9 graines de fèves "Vicia faba" pendant 10 jours en comparant avec un test 

témoin à base de l‘eau distillé. 

VI.1.2.  Analyse des produits précipités 

 Analyse par FTIR : Les analyses ont été effectuées à l‘aide d‘un spectrophotomètre FTIR 

dans la plage de 400–4000 cm
-1 

sur des pastilles de KBr contenant le précipité obtenu après la 

traitement enzymatique en comparant avec le spectre du colorant non traité. 

 Test de toxicité : Le but de ce test est de déterminer la classe de toxicité du produit précipité 

suite à la transformation enzymatique. Nos expériences ont été effectuées sur huit lots de 

souris, chaque lot contient six souris en utilisant des doses choisies de façon arbitraire entre 

1mg/kg et 1 g/kg en englobant les cinq classes de toxicité. Les souris destinées pour le test sont 

de masse entre 17 et 22 g et l‘administration des échantillons des produits se fait par voie orale 

(le gavage) en donnant 0.5 mL de la solution pour chaque souris.  L‘observation des anomalies 

et de mortalité se fait dans les 14 jours qui suivent l‘administration du produit à tester. 
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VI.2.  RÉSULTATS ET DISCUSSION 

VI.2.1.  Analyse des solutions  

VI.2.1.1.  Analyse spectrale UV-Visible :  

Les spectres d‘absorbances du colorant et de son surnageant obtenu après traitement illustrés dans 

la figure VI-1 montre clairement que le colorant RC possède deux pics principaux dans les deux 

domaines UV-Visible. Le surnageant n‘absorbe pas dans le visible alors on peut dire que cette solution 

ne contient pas le chromophore -N=N- ni les structures aromatiques issues de la molécule mère.   

 

Figure  VI-1: Spectre d‘absorbance du RC et son surnageant obtenu après traitement enzymatique dans 

l‘UV-Visible 

Les photos présentées sur la figure VI-2 montrent aussi que la solution obtenue après traitement 

enzymatique par la peroxydase de navet "Brassica rapa" est constituée d‘un précipité bien déposé au 

fond du tube et un surnageant incolore très limpide. 

 

Figure  VI-2: État des solutions du colorant azoïque RC avant et après le traitement enzymatique(a) : 

RC + l‘eau distillé ; (b) : RC + pH 2.0 ; (c) : RC + pH 2,0 + peroxydase 

 Rouge Congo 

 
Surnageant   
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VI.2.1.2.  Test de phytotoxicité :  

La libération des effluents colorés issus de l‘industrie textile dans l'environnement peut détériorer 

la qualité de l'eau de surface. Cette eau peut être réutilisée à des fins agricoles. L'utilisation de ces eaux 

usées teintés non traitées a un impact direct sur la fertilité des sols. Ainsi, il était nécessaire pour 

évaluer la toxicité de colorant azoïque RC avant et après la dégradation.  

Pour cela, une étude de phytotoxicité a été effectuée à température ambiante en utilisant des 

graines de plantes Vicia faba. Les graines de plante ont été testées avec des solutions du colorant RC et 

du surnageant après traitement enzymatique pour évaluer les toxicités de ces dernieres vis-à-vis des 

plantes. Cette toxicité se répercute généralement sur l‘évolution des plantes dans un milieu naturel. Le 

contrôle a été effectué en utilisant de l'eau pure sous les mêmes conditions. Des expériences ont été 

effectuées en triplicate pour confirmation. Le taux de germination (%), la longueur des tiges, des 

racines, des feuilles même leur nombre ont été enregistré après10 jours et les résultats sont illustrés 

dans le tableau VI-1 : 

Tableau  VI-1 : Résultat de la phytotoxicité du colorant RC et son surnageant sur la germination des 

graines de fèves "Vicia faba" 

Grandeurs mesurés Eau  RC Surnageant  

Taux de germination (%) 100 89 100 

Longueur des tiges (cm) 22.35±0.64 18.22±0.67 20.12±1.76 

Longueur des racines (cm) 19.40±0.42 18.40±1.04 18.60±1.04 

Nombre des feuilles  7.00±1.00 6.00±0.00 7.00±1.00 

Longueur des feuilles (cm) 5.30±0.10 4.90±0.28 5.07±0.17 

 

Le tableau VI-1 représente les analyses de phytotoxicité des graines de fèves Vicia faba sur le 

colorant RC et son surnageant obtenu après traitement enzymatique en se référant au témoin eau 

distillée. Le test a donné une germination totale des graines de fèves "Vicia faba" irrigués par le 

surnageant alors que cette germination est réduite à 89% pour les graines irrigués avec le colorant RC 

de concentration de 100 mg/L.  

La longueur moyenne des tiges, des racines et des feuilles des graines de fèves ont été révélé 

« normaux »  de 20.12cm, 18.60cm  et 5.07 cm, respectivement, lorsqu'ils sont traitées avec l'effluent 

ou le surnageant du réacteur à lit fixe. En revanche, ces paramètres ont diminué et le nombre de 

feuilles a été réduit lorsqu'ils sont traités avec le colorant azoïque RC en comparant avec le test 

contrôle  (tableau VI-1).  
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Figure  VI-3: Germination des graines de fèves après dix jours d‘irrigation par l‘eau distillé (témoin), 

la solution de RC, et le surnageant. 

 

Au vu de ces résultats, il a été observé que le colorant RC affecte également la germination des 

graines. Il pourrait être dû à l'incapacité des graines de fèves Vicia faba à utiliser de colorant comme 

seule source d'éléments nutritifs. En outre, les plantes cultivées avec l‘effluent traité par la peroxydase 

avaient une bonne croissance continue et étaient capables de produire plus de feuilles. Il s‘avère donc 

que les tests de phytotoxicité révèlent que les métabolites générés après la biodégradation enzymatique 

du RC sont moins toxiques par rapport au colorant. Nos résultats sont en accord avec des études 

antérieures, où la même constatation a été rapporté par Satar et al [209], lors de leur étude de 

phytotoxicité sur les graines d‘Allium cepa sur deux colorants réactifs traités dans un réacteur à lit fixe 

par la peroxydase extraite de radis blanc Raphanus sativus.  

VI.2.2.  Caractérisation des produits précipités suite à la transformation enzymatique 

VI.2.2.1.  Analyse par FTIR :  

Les spectres Infrarouge du colorant azoïque utilisé le long cette étude et de son produit précipité sont 

rapportés sur les figures VI-4 et VI-5.  
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Figure  VI-4: Spectre IR du rouge Congo. 

 

 

Figure  VI-5: Spectre IR du produit formé suite à la transformation enzymatique du RC 

Les positions des bandes et les intensités sont indiquées dans les tableaux VI-2 : 
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Tableau  VI-2: Étude comparative des positions et d‘intensités des bandes IR de RC et le produit 

formé après sa décoloration. 

Intervalle de nombre 

d’onde (cm
-1

) 

Rouge Congo Produit précipité 

Nombre d’ondes 

(cm
-1

) 
Intensité 

Nombre d'ondes   

(cm
-1

) 
Intensité 

500-1000 597.9 ; 640.3 ;752.2 ; 

833.2 

Moyenne 

Moyenne  

594.0 ; 763.8 ; 925.8 

682.8 

Faible 

Moyenne 

1000-1400 

1049.2 

1180.4 

1226.6 

1365.5 

Forte 

Très forte 

Forte 

Moyenne 

1045.3 

1184.2 

1284.5 

1361.7 

Forte 

Moyenne 

Moyenne 

Moyenne 

1400-1500 1446.5 Moyenne 1397 Moyenne 

1500-2000 1585.4  

1612.4 

Moyenne 

Moyenne  

1542.9 

1600.8 ; 1647.1 

Faible 

Moyenne 

2000-4000 3463.9 Forte 3398.3 Forte 

 

      L‘étude comparative entre le colorant et son produit formé après la transformation enzymatique par 

la peroxydase de navet "Brassica rapa" consiste à mettre en évidence l‘apparition ou la disparition de 

certaines bandes de façon très significative. A partir des spectres et d‘après le tableau VI-2 les 

informations suivantes peuvent être retirées [210]: 

 La zone du nombre d‘ondes comprise entre 500 et 1000 cm
-1

 se présente très encombrée et plus 

intense dans le spectre du colorant que dans le spectre de son produit, à cause des bandes 

caractéristiques des cycles aromatiques. Donc, des ruptures peuvent avoir lieu soit au niveau 

des cycles, soit au niveau des chromophores et auxochromes. 

 Dans l‘intervalle entre 1000 et 1400 cm
-1

,  les pics d‘absorbance sont presque les mêmes pour 

le colorant azoïque et son produit formé après la transformation enzymatique par la peroxydase 

mais ils sont plus intenses pour le colorant azoïque que pour le produit précipité. Cette intensité 

importante est dûe à l‘absorbance du substituant dans le noyau aromatique conjugué avec la 

liaison –C–N=, puis cette intensité décroit pour le produit puisque il y a un clivage de cette 

fonction, donc, la rupture de la liaison azo.  

 Le Fèvres et ses collaborateurs ont examiné 43 dérivés azo et diazo en arylazo-arènes, et ils ont 

suggéré pour ces échantillons que, la bande d‘absorption -N=N- se trouve dans la zone 1400-

1450 cm
-l
 [211].  La figure représente le spectre d‘absorbance du colorant azoïque RC, et 

possède la bande d‘absorbance : 1446.5 cm
-l
 attribuée au groupe azo. Ce pic est disparu dans le 

spectre du produit précipité du colorant azoïque après traitement enzymatique.     
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 Dans La zone s‘étendant de 1600 à 1650 cm
-l
, il y a une apparition une nouvelle bande à 

1647.1 cm
-l
  dans le spectre du produit précipité suite à la transformation enzymatique du RC 

attribuée à la liaison NH2 du groupement  R-NH2. La fonction azo a été donc remplacée par la 

liaison amide dans le précipité. Dans le spectre du produit, il y a une apparition d‘une nouvelle 

bande à 3398.3 cm
-l
 attribuée à la liaison NH2 du groupement R-CO-NH2.  

VI.2.2.2.  Test de toxicité  

L‗analyse des produits de la transformation enzymatique dans l‘effluent ou dans les précipités 

n‘est qu‘une approche permettant de mieux comprendre les mécanismes réactionnels. Du point de vue 

environnemental, il est nécessaire de garantir que le procédé proposé n‘engendre pas un autre type de 

pollution ou des produits de dégradation qui soient à leur tour polluants ou toxiques, ce qui pourra 

nécessiter par la suite un traitement ultérieur. Pour cela, donc, des tests de toxicité ont été menés sur 

les produits obtenus après traitement enzymatique. La toxicité est définie comme la capacité inhérente 

à une substance de produire un effet délétère sur l‘organisme [212]. Il existe trois types de toxicité :  

a. Une toxicité aigüe : définie comme les effets adverses survenant dans un court laps après 

administration d‘une dose unique ou multiple sur 24 heures [213]. 

b. Une toxicité subaigüe ou subchronique (à moyen terme) : Elle résulte de l‘absorption répétée 

d‘une substance pendant un temps limité (au maximum 90 jours chez l‘animal) à des doses 

relativement élevées [214].  

c. Une toxicité chronique (à long terme) : On ne saurait trop souligner que les effets toxiques ne 

résultent pas seulement de l‘absorption, en un court espace de temps, de doses relativement 

fortes, mais aussi très souvent de l‘absorption de doses même très minimes. En tout cas, ces 

doses sont beaucoup trop faibles pour entrainer des effets de toxicité aigüe, dont la répétition 

finit par provoquer des intoxications beaucoup plus insidieuses, car elles apparaissent, en 

général, sans aucun signe d‘alarme [215]. 

Les classes de toxicité reportées dans le tableau VI-3 sont subdivisées en cinq catégories selon les 

valeurs des doses létales médianes DL50 : 

Tableau  VI-3: Valeurs de DL50  pour les différentes classes de toxicité 

Classe de toxicité Valeur de DL50 

Produit extrêmement toxique DL50 ≤5 mg/kg 

Produit très toxique  DL50 entre : 5 et 50(mg/kg) 

Produit toxique  DL50 entre : 50 et 500(mg/kg) 

Produit peu toxique  DL50 entre : 500 et 5000(mg/kg) 

N‘est pas toxique ou l‘est très peu        DL50 ≥5000 (mg/kg) 
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Sachant selon les valeurs de DL50 mentionnées dans le tableau d‘identification du colorant azoïque 

donnée au début de la partie expérimentale que le RC est considéré comme un produit toxique. Le 

traitement enzymatique du RC par la peroxydase de navet donne la naissance à un nouveau produit, il 

semble donc intéressant de tester et d‘évaluer sa toxicité afin de le comparer avec le colorants azoïque 

à traiter et d‘estimer l‘intérêt de ce traitement enzymatique. Le tableau VI-4 montre qu‘il n‘y a aucune 

anomalie, ni mortalité des souris après l‘administration du produit formé suite à la transformation 

enzymatique. Le produit est donc considéré comme non toxique et la détermination de la DL50 est 

inutile.  

Tableau  VI-4: Essaie de la toxicité aiguë du produit formé suite à la transformation enzymatique du 

RC par la peroxydase du navet 

Numéro de Lot Dose du colorant (mg/kg) Nombre de souris Mortalité 

Lot 1 1 6 0 

Lot 2 5 6 0 

Lot 3 25 6 0 

Lot 4 50 6 0 

Lot 5 100 6 0 

Lot 6 250 6 0 

Lot 7 500 6 0 

Lot 8 1000 6 0 
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Conclusion  

Le traitement des effluents contenant des colorants azoïques conduit à la formation de produits 

précipités, facilement séparables. L'élimination du produit de réaction sous forme d'un complexe 

insoluble est un signal important pour la détoxification enzymatique des colorants azoïques contenus 

dans les rejets industriels. 

A travers ce chapitre, une caractérisation et une identification complète des produits générés lors 

du traitement enzymatique du RC ont été menées : des analyses sur le surnageant et sur le produit 

précipité ont ainsi été décrits successivement. Les analyses spectrales et le test de phytotoxicité 

montrent que le surnageant ne contient plus des composés aromatiques ni de produits toxiques, ce qui 

conduit à l‘utiliser dans l‘irrigation des sols. La même constatation a été obtenue sur le produit 

précipité où le test d‘IR prouve qu‘il ne contient plus la fonction azoïque ce qui le rend non toxique tel 

que révélé par les tests sur les souris.  

Enfin, sur la base de cette étude expérimentale et compte tenu de ces résultats, on peut dire que le 

procédé enzymatique par utilisation des peroxydases est efficace pour la dégradation des colorants 

textiles. En effet, même s'il reste encore de la matière organique à la fin du traitement, cette dernière 

existe sous forme insoluble, biodégradable et non toxique.  
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L‘utilisation des enzymes dans le contexte du traitement des effluents colorés est un sujet 

d‘actualité. Le choix de la source d‘enzyme est crucial pour la conduite de cette dégradation vu la 

diversité des sources d‘enzymes et le caractère spécifique du polluant. La disponibilité des 

peroxydases très stables et actives dans des sources peu coûteuses peut ouvrir des portes pour le 

développement d'un système catalytique avec des applications commerciales et environnementales à 

large spectre. La peroxydase de navet s‘est révélée être la plus stable et la plus active pour le 

traitement de pollution par les colorants. L‘immobilisation des enzymes par inclusion est attrayante 

comme technologie dans l‘élimination des colorants azoïques, que ce soit dans des systèmes continus 

ou discontinus dans des environnements clos. Néanmoins, il est primordial d‘effectuer une étude 

approfondie du point de vue cinétique afin d‘optimiser tous les paramètres permettant de réaliser la 

meilleure performance d‘élimination des colorants sous les conditions physico-chimiques les plus 

modérées et les plus favorables. De même, il est impératif de chercher la bonne configuration  du 

bioréacteur à enzyme immobilisée pour la mise en œuvre efficace et durable du procédé de traitement.  

L‘utilisation des bioréacteurs à lit fixe dans le traitement des effluents chargés par les colorants 

répond à ces deux objectifs principaux.  

Tout au long de cette étude, nous avons traité un colorant azoïque le rouge Congo très utilisé 

industriellement par un procédé enzymatique qui met en œuvre la peroxydase extraite à partir de navet 

blanc "Brassica rapa". La peroxydase était obtenue à partir d'une source peu coûteuse et très 

disponible, sa purification par l‘acétone permet d‘obtenir un extrait partiellement purifié stable pour 

une durée qui dépasse trois mois. Le support d‘immobilisation et de fixation de l‘enzyme "alginate de 

sodium" conduit à d‘intéressants avantages, son coût justifie aussi son emploi. 

Les recherches développées dans le cadre de ce travail de thèse avaient pour principal objectif 

d‘identifier le poids d‘utilisation des enzymes et plus particulièrement les peroxydases dans 

l‘élimination des colorants dans des bioréacteurs à lit fixe garnie par l‘enzyme immobilisée par 

inclusion dans les billes d‘alginates de calcium. Pour cela, Notre objectif consistait d‘une part : au 

calcul des paramètres cinétiques de l‘enzyme peroxydase pour les deux formes libre et immobilisée et 

d‘autre part d‘exploiter ces données et les constantes cinétiques pour la conception et la réalisation 

d‘un bioréacteur à lit fixe.  

Les résultats ont montré que la peroxydase donne son point d‘activité maximale de dégradation du 

RC dans un milieu acide de pH 2.0 et sous une température de 40°C avec les deux formes d‘enzyme 

libre et immobilisée. Les conditions optimales pour une élimination maximale de la couleur par la 
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peroxydase libre ont été : 50 mg/L du colorant RC, 50 mM de peroxyde d'hydrogène, et une activité 

peroxydasique de 0,45 U/mL durant un temps de 10 min. Cependant, la peroxydase immobilisée par 

inclusion dans l‘alginate de calcium a donné une décoloration maximale à une concentration plus 

élevée de colorant de 180 mg/L et à une concentration plus faible de peroxyde d'hydrogène de 10 mM. 

Le but principal de l‘immobilisation est atteint, on peut récupérer et réutiliser la peroxydase plus de dix 

fois. Les cinétiques de dégradation ont été établies avec l‘enzyme libre et immobilisée et l‘influence de 

l‘effet des limitations diffusionnelles du colorant dans les billes d‘alginate a été mise en évidence.  

En ce qui concerne la diffusion interne, il nous faut étudier son importance pour les deux réactifs : 

le colorant RC et le peroxyde d‘hydrogène. Certains paramètres nécessitent tout d‘abord la 

connaissance de la vitesse de réaction intrinsèque et ils peuvent être calculés afin de quantifier la 

contribution de transfert de masse par diffusion dans des particules de support sur le taux de processus 

de transformation globale. Le calcul du facteur d‘efficacité défini comme le rapport entre la vitesse 

apparente et la vitesse intrinsèque et le module de Thièle décrit par le rapport entre la vitesse de 

réaction à la surface du catalyseur et le flux de diffusion maximum nous permet de déterminer le 

phénomène limitant une réaction catalytique hétérogène.  

Les paramètres cinétiques ont permis par la suite de procéder au calcul du réacteur à lit fixe sous 

les conditions optimales. Pour le même volume obtenu, deux réacteurs de laboratoire ayant des 

diamètres différents ont été conçus. Des essais ont été menés sur les deux réacteurs afin d‘étudier les 

effets de plusieurs paramètres (débit d‘alimentation, concentration en colorant et stabilité du 

bioréacteur) sur le rendement de dégradation. Une décoloration totale obtenue dans le cas de 

bioréacteur de diamètre de  3.5cm pour un débit d‘alimentation de 100 mL/h et une concentration en 

colorant de 100 mg/L pour une durée de fonctionnement de 12 jours. Donc les dimensions du 

bioréacteur ont un effet direct sur la transformation et l‘élimination du colorant azoïque RC, plus le 

rapport hauteur/diamètre est plus élevé, plus le bioréacteur sera plus efficace. Cette étude a montré la 

faisabilité du procédé continu dans la dégradation des colorants synthétiques dans les bioréacteurs à lit 

fixe garnis par la peroxydase immobilisée par inclusion dans l‘alginate de calcium qu‘il peut donner un 

succès significatif dans leur extrapolation à grande échelle dans le traitement des eaux polluées par les 

colorants azoïques.  

La dégradation des colorants azoïques par des procédés biologiques en utilisant des enzymes peut 

engendrer des intermédiaires réactionnels pouvant être plus toxiques que la molécule initiale. Par 

conséquent, nous avons essayé de déterminer et de suivre la toxicité potentielle du colorant RC étudié 

et de ses intermédiaires générés au cours du traitement. On peut dire que La réduction de la toxicité 
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après traitement enzymatique par la peroxydase a été confirmée par l'étude de phytotoxicité des graines 

de fèves Vicia faba.  

Compte tenu de ces résultats, on peut dire que le procédé enzymatique s‘est révélé efficace pour la 

dégradation des colorants textiles. En effet, même s'il reste encore de la matière organique à la fin du 

traitement, cette dernière existe sous forme insoluble et non toxique. Dans cette étude, il a été possible 

pour des solutions de colorants du RC très chargés et par un traitement enzymatique dans un 

bioréacteur à lit fixe de réduire totalement et efficacement la couleur, de récupérer des substances 

valorisables, d‘identifier de nouvelles voies de valorisation des produits obtenus après traitement 

enzymatique tout en réduisant très significativement la pollution engendrée par ces rejets.  

En perspectives le présent travail a permis d‘éclaircir les idées sur la possibilité d‘utilisation des 

bioréacteurs à lit fixe dans la dégradation des colorants azoïques qui existent dans les effluents 

industriels par la peroxydase du navet immobilisée par inclusion dans les billes d‘alginates de calcium. 

Il est donc intéressent de poursuivre l‘étude en traitant les points suivants :  

 Traitement des effluents réels issus des industries textiles chargés par les colorants azoïques. 

 Extrapolation de ce procédé à l‘échelle industrielle.  

 Utilisation d‘autres supports d‘immobilisation pour minimiser les limitations difusionnelles.  

 Augmentation du rendement de décoloration pour des concentrations et débits très élevés soit 

par un recyclage de la solution ou soit par utilisation de plusieurs bioréacteurs en cascade.  

Ces quelques perspectives méritent bien évidemment d‘être complétées, mais permettent 

néanmoins d‘apprécier à quel point l‘élucidation des mécanismes et des cinétiques de biodégradation 

des colorants azoïques par voie enzymatique a été dans ce travail, et reste encore avec une superficie 

importante, un formidable terrain de recherche. 
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Annexe 1 : Courbes d’étalonnage et cinétique enzymatique 

A-1 Test standard de l’activité enzymatique de la peroxydase  

Le test standard de dosage de l‘activité enzymatique est réalisé selon la procédure suivante: 

 Dans une fiole jaugée de 50 mL, on a introduit 1ml de H2O2 (0,1M), phénol (0,1M) et 4-

Aminoantipyrine (0,01M) utilisé pour développer la couleur. Le volume est complété avec la 

solution tampon pH 6,0.  

 Un volume de 4mL du mélange standard préparé auparavant est versé dans des tubes à essais. 

À t0, la réaction est déclenchée immédiatement après l‘injection de 0.2 mL de l‘enzyme libre 

ou 20 billes de l‘enzyme immobilisée.  

A-2 Courbe d’étalonnage du peroxyde d’hydrogène  

Pour pouvoir transférer le développement de couleur de chromogène de Quinoneimine en 

concentration, nous avons calculé le coefficient d‘extinction en se basant sur la même réaction de 

détermination d‘activité enzymatique. A l‘aide d‘une solution mère d‘ H2O2 de 30% on prépare une 

série des délutions (1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 10).10
‐5

M, les mélanges réactionnels préparés contenant les 

produits suivant : 

• 1.8 mL de solution tampon pH 6.0 

• 1mL d‘ H2O2 de différentes concentrations. 

• 1mL de 4‐Amino‐antipyrine à 0.001M 

• 1mL de phénol à 0.01M 

On déclenche la réaction en ajoutant 0.2 mL d‘extrait enzymatique aux mélanges réactionnels, on 

laisse les réactions pour se développer jusqu‘à la stabilité (pendent 10 min). Ensuite on lit les 

absorbance à 517 nm. La courbe ainsi obtenue est la suivante (figure A-1) 
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Figure A-1 : Courbe d'étalonnage de H2O2 (T amb, pH 6.0, λ=517nm). 
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Figure A-2 : Cinétique enzymatique de l‘EEB et l‘EEPP (Tamb, pH 6.0, λ=517nm) 

 

Annexe2 : Courbe d’étalonnage du rouge Congo 
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Figure A-3 : Courbe d'étalonnage de rouge Congo (λ= 500 nm) 
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Résumé : La décoloration enzymatique d‘un colorant diazoïque, le rouge Congo (RC), par la peroxydase extraite à partir 

de navet "Brassica rapa" sous forme libre et immobilisée a été étudiée. La peroxydase du navet partiellement purifié a été 

immobilisée par inclusion dans les billes d'alginate de calcium et utilisée pour la décoloration d‘une solution aqueuse de 

RC. Des essais expérimentaux en mode batch menés sous différentes conditions ont permis la détermination des conditions 

optimales sous lesquelles le rendement et la vitesse de dégradation sont les plus élevées. Pour les deux formes d‘enzyme, 

libre et immobilisée, le pH et la température optimale étaient respectivement 2 et 40°C. Par ailleurs, dans le cas de 

l‘enzyme libre, l‘efficacité maximale a été obtenue à des concentrations en colorant RC de 50 mg/L, à 0.05 M en peroxyde 

d‘hydrogène  et en activité enzymatique (0.45 UI/mL) pour une durée de contact de 10 min. Cependant, dans le cas de la 

peroxydase immobilisée par inclusion dans l‘alginate de calcium l‘efficacité maximale a été enregistrée pour une 

concentration élevé en RC de 180mg/L et à une concentration plus faible de peroxyde d'hydrogène de 0.01 M. L'effet de 

certains produits chimiques sur le traitement du RC par la peroxydase partiellement purifiée a été également étudié. Plus de 

97% et 94% de RC a été respectivement éliminé par la peroxydase libre et immobilisée après 1 h de traitement dans un 

procédé discontinu sous les conditions optimales de dégradation.  

Les modèles cinétiques établis sur la base des résultats obtenus, ont été utilisés pour le calcul de bioréacteur de laboratoire, 

de type « lit fixe » contenant la peroxydase immobilisée pour le traitement en continu d‘une solution aqueuse de RC.  Dans 

cette étude, deux bioréacteurs de volumes égaux ont été réalisés avec des dimensions différentes. Le premier avec un 

diamètre de 3,5 cm et une hauteur de 40 cm a donné une efficacité d‘élimination de plus de 96% pour un débit 

d‘alimentation de 100 mL/h et pour une concentration du colorant de 100mg/L pendant une durée de fonctionnement 

continue de 12 jours. Le deuxième bioréacteur ayant des dimensions de 5cm de diamètre et 20 cm de hauteur était moins 

performant sous les mêmes conditions avec un rendement d‘élimination de 87% du RC. L'analyse  des sous-produits issue 

du traitement enzymatique par UV-Vis et spectroscopie IR montre l‘absence des composés résiduels dans le surnageant et 

un précipité de nature polymérique. Les études de toxicité et de phytotoxicité ont révélé que les produits obten us après la 

décoloration présentent moins de toxicité par rapport au colorant RC.   

 

Mots clés : Azoïque, rendement ; décoloration, peroxydase, immobilisation, réacteur à lit fixe, toxicité.  

 

 

Abstract: Enzymatic discoloration of the diazo dye, Congo red (CR), by free and immobilized plant peroxidase from 

turnip ―Brassica rapa‖ is investigated. Partially purified turnip peroxidase (TP) was immobilized by entrapment in 

spherical particles of calcium alginate and was assayed for the discoloration of aqueous  CR solution. Experimental tests of 

different parameters which were carried out in batch process allowed the determination of optimal conditions under which 

the highest yield and rate of degradation were obtained. The immobilized enzyme had the same optimal pH and 

temperature as the soluble enzyme which were at pH 2.0 and 40 °C. The optimal conditions for maximum efficiency using 

free peroxidase were at 50 mg/l CR dye, 0.05 M hydrogen peroxide, and TP activity of 0.45UI/ml within 10 min of 

incubation time. Whereas, the alginate entrapped turnip peroxidase gave the maximal color removal at high dye 

concentration of 180 mg/L and low hydrogen peroxide concentration of 0.01 M.  The effect of some chemical products on 

the treatment of CR by partially turnip peroxidase was also studied.  More than 97% and 94% of CR was removed by free 

and immobilized TP respectively after 1 h of incubation in a batch process under optimal conditions.  

Kinetic parameters were also obtained for the peroxidase activity and were used for a fixed bed bioreactor design 

containing the entrapped peroxidase in calcium-alginate beads. In this study, two bioreactors were operated with different 

dimensions but at same volume. The first with a diameter of 3.5 cm and 40 cm height, retained more than 96% Congo red 

removal efficiency when working at a flow rate of 100mL/h, a concentration dye of 100 mg/L under continuous operating 

during 12 days. The second bioreactor with 5 cm diameter and 20 cm height was less performant. The elimination yield 

was estimated to 87% under the same conditions. Analysis of the by-products of the enzymatic treatment by UV-Vis and 

Infrared spectroscopy showed no residual compounds in the aqueous phase and a precipitate of polymeric nature. Toxicity 

and phytotoxicity studies revealed lesser toxicity of treated solutions when compared to original dye.  

 

Key Words: Azo, yield, discoloration, peroxidase, immobilization; fixed bed reactor, toxicity.  

 

 

 


