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Résumé
Cette étude met en évidence un essai de traitdm@ogique aérobie de la fraction grasse

d’un effluent de l'industrie des olives.

Les matieres grasses décantées de l'effluent esorent 38 % de matieres extractibles a
I'hexane et sont composées principalement de gigserDes essais en réacteur de 2 | agité et
aeré ont permis de démontrer la capacitéY@derowia lipolyticaet de sa lipase a éliminer les
matieres grasses. La vitesse d'élimination desemestigrasses dans le réacteur inoculé a la
concentration 10cellules/ml est faible (0,07 gh™) mais est nettement améliorée lors de
l'adjonction de la lipase d¥. lipolytica (0,14 gi*.h). Pour une densité d'inoculum de’10
cellules/ml, la vitesse moyenne d'élimination dsspmportante (0,24 glh™) et est encore

légérement améliorée par ajout de la lipase (0L3M9).

Mots clés Effluent, matiére grasse, lipas&arrowia lipolyticg starter
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Abstract
This study lies within the scope of an aerobic dgidal treatment of the fatty fraction of a
sewage of the industry of olives.
The elutriated fat of the sewage contain 38% of MEkhe hexane and are composed mainly
of glycérides. Experiments in a 2 | stirred batelaator and made it possible to show the
capacity of therarrowia lipolyticaand its lipase to eliminate the fat content fréra OMW.
The rate of elimination of the fat content in tleaator inoculated with the concentration®10
cells/ml is less significant (0,07 §h™) but it is clearly improved at the time of the #ioh of
lipase fromY. lipolytica(0,14 gi*.h). For a density of inoculum of i€ells/ml, the rate of
elimination is more significant (0,24 §h?) and is slightly improved by addition of lipase

(0,30 gi*.hh).

Key words: Sewage, fat matter, lipaséarrowia lipolytica chokes

1 INTRODUCTION

Bien que la production de l'olivier soit répartiar des cing continents, elle est surtout
prédominante dans la zone du Bassin Méditerranéemeqrésente 98% de la surface des
arbres en production et 97% de la production talalkves. La production d’huile d'olive se

concentre principalement dans les pays du pourt@diterranéen : Espagne, ltalie, Grece,
Turquie, Syrie, Tunisie et Maroc. La productionads pays représente 94% de la production

mondiale (Daggat al, 2000).

Les huileries et les industries d'olive sont confées a la problématique de traitement de
leurs effluents. Les margines notamment sont des &as polluantes. Elles colorent les eaux
et leur trés forte charge en matiéres organiquegéehe ces eaux de s'auto-épurer. La

pollution peut s’étendre sur de trés longues distafBenyahia et Zein, 2003).
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Les processus de traitement des effluents peuvieat @&hysique, physico-chimique ou
biologique. Les traitements physiques et physidoizfues incluent les processus thermiques
(évaporation et incinération), floculation/clarditon, ultrafiltration et osmose inverse. Les
traitements biologiques quant a eux peuvent éfecteis en anaérobie ou en aérobie. Les
premiers exploitent des microorganismes qui n‘exigeas d’'oxygene pour dégrader les
polluants alors que les autres font appel a unecealioxygene (Rozzi et Malpei, 1996).

Y. lipolytica est une levure aérobie stricte que I'on trouvesdiEnsol, les effluents, les
matiéres riches en lipides et en protéines telfréesages et les saucissons. Son métabolisme
est exclusivement respiratoire (Finogenova, 1998¢ &st capable d’assimiler une grande
variété de substrats : alcanes, lipides, acides, glaools, sucres, comme seule source de
carbone. A partir de ces substrats carbonésl|ipolytica est capable de produire de la
biomasse, des acides organiques tels que lacitlequa, ainsi que des enzymes
extracellulaires : protéases alcaline et acide, B#A phosphatases, ainsi que des lipases et
des estérases (Barth et Gaillardin, 1997). Les trav@alisés au laboratoire du Centre Wallon
de Biologie Industrielle par Destain (1998) ont tmérune augmentation des rendements de
production de I'enzyme par modification de la seuslauvage 6303 d¥. lipolytica par
mutagenese non dirigée. Ces travaux ont permisletfite mutant LGx 6481 produisant, en
fermenteur, une activité enzymatique de 1000U/misdmageant de culture. La mutation
semble avoir agi au niveau du systeme de réguldedtexpression de I'enzyme.

Fickers en 2004 a isolé la soucheYddipolyticaJMY1105 par mutation sur le gene (LIP2) de
régulation de la lipase extracellulaire chez lacbeuLGx648l. Dans la problématique des
bacs a graisse les lipases hydrolysant des ligdegycérol et en acides gras, ont accéléré le
processus de dégradation et réduit le problemeohieatage causé par les graisses. (Thonart

et al; 1997).
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Plusieurs auteurs ont souligné l'intérét des dififés microorganismes dont la levure de
Yarrowia lipolytica dans le traitement de biodégradation aérobie etétexification des
margines. Lanciottiet al. (2005), Papanikoulaou et Aggelis (2002) ont ipalierement
indiquéY. lipolyticacomme un bon candidat pour la purification desuefits et la réduction
de la pollution.

L'objet du présent travail consiste a tester Itayute de la levure d¥. lipolyticaJMY1105
isolée dans le laboratoire du Centre Wallon dedgji@d Industrielle d’'une part a dégrader les
matieres grasses d’un effluent de l'industrie deses dans un bioréacteur de 2I, d’autre part

a étudier I'effet synergique de sa lipase dagsdeessus de dégradation.

2 MATERIEL et METHODES

2.1 Culture dérarrowia lipolytica
La souche utilisé¥. lipolyticaJMY1105 est issue de la collection du CWBI.
Des précultures sont préparées dans des fiolesb@ml2contenant 100 ml de milieu 863
stérile (Glucose monohydrate, (2%) ; Extrait deulev(1%) ; Peptone de caséine (1%))
inoculées a partir d'une cultures sur milieu sali@es précultures sont incubées a 30°C sous
agitation a 130 rpm pendant 16h.
Ensuite, des fioles de 2 | contenant 500ml de miB&3 stérile sont inoculées avec les
précultures précédentes et sont incubées dansfieesnconditions pendant 48h. Les cultures
sont ensuite centrifugées et les culots obtenuslawés a I'eau physiologique avant de les

utiliser pour inoculer le réacteur
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2.2 Préparation des déchets graisseux

2.2 1 Echantillonnage des déchets graisseux

Les déchets graisseux sont issus de l'industrie dliges. Ills ont été prélevés en téte de
station d’épuration.

2.2.2 Fractionnement des déchets graisseux

Apres homogénéisation des échantillons de 1Kg pes¢s dans des berlins gradués et portés
a 70°C. Le contenu décante jusqu’a la séparatiorir@s phases distinctes. La phase
supérieure contenant les matiéres grasses confditoetiére grasse decantée (MGD), la
phase du milieu étant constituée essentiellemesdug’la phase inférieure est formée d'un
culot de matiéres décantables

La matiére grasse décantée constitue la matiemi@re mise en ceuvre dans les réacteurs.

2.2.3 Extraction des matieres grasses

L’extraction a I'hexane se fait en présence de S gnatiere grasse décantée (MGD) dans
60ml d’hexane (VWR International Prolabo Leuvendgsglie) durant 30 minutes. La phase

d’hexane est ensuite évaporée a l'aide d’'un évagaraotatif sous vide a une température de
60°C. Le ballon taré est refroidi et la matiereragtible a I'hexane (MEH) est déterminée par

pesée. Cette extraction est réalisée deux foisiitk s

2.3 Dosage de 'azote par la méthode de Kjeldahl

A 2g de chaque échantillon, on ajoute une pastilecatalyseur Kjeldahl, 10ml d’acide
sulfurigue concentré et 2ml d'eau oxygénée. Cesarmddlons sont digérés dans un
minéralisateur par chauffage, selon le programmedgérature suivant20 min a 100°C,

25 min a 185°C, 20 min a 26580 min a 335°C30 min a 440°C.
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Aprés minéralisation, les tubes en verre contetem®&chantillons sont refroidis avant d'y
ajouter 25 ml d’eau distillée. La distillation egialisée pendant 5 min en présence de 50ml
d’'une solution de 500g/l de NaOH. Le distillat estueilli dans 20 ml d’acide borique
(VWR) a 4 %. L'ammoniac recueilli, est titré pan$0, 0,01N (VWR) en présence du
mélange de Tashiro (rouge de méthyle a 0,02% dilele de méthylene a 0,1%) comme

indicateur.

2.4 Mesure de la proportion d’acides gras libres MEH

Le dosage des acides gras libres s’est fait paraisation au moyen d’une base forte. 50 ml
d’éthanol technique neutralisés sont ajoutés a masse connue de I'échantillon avant
titration par NaOH 0,1N, en présence de phénophtlée pourcentage d’acides gras libres

est estimé par la formule suivante :

Acides gras libres (%) =Volume base x Nnaon *x282 x10-1 / (Masse échantilion)

282 correspond a la masse molaire de I'acide wégiq

N: Normalité du NaOH.

2.5 Dérivatisation des acides gras

10 mg de MEH sont introduits dans un tube SovifeR;ml d’hexane et 0,5 ml du mélange de
transestérification Méthanol-BF3/Hexane/Méthanoigifg B-1252) selon les proportions
25/20/55 (viviv) sont ensuite ajoutés et placéss sagitation a 70°C pendant 1h30. Apres
refroidissement, les esters méthyliques d’AG satriaés par 8ml d’hexane, 0,2 ml &BO;,

0,5ml de NaCl saturé. 1 pl de la phase hexanajestée en CPG.
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2.6 Procédures analytiques

2.6.1 Chromatographie sur couche mince

100mg de la MEH sont dissous dans 5ml de chlorafodnul de ce mélange sont déposés
pour élution par CCM. Les couches minces sont 8lyee I'éluant (éther de pétrole (60-
80)/éther diéthylique/acide formique 60/40/1,5 (v)y (VWR) et séchées a lair libre. La
révélation se fait par aspersion de 2,7 dichlom#sgcéine (2% en solution dans I'éthanol)

sur la couche mince.
2.6.2 Chromatographie en phase gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse est réalisaés sthromatographe de type HP 5890
séries Il muni d’'un détecteur a ionisation de flaen{®RID). La colonne capillaire utilisée est
polaire (HP-INNOWAX) de 30m de longueur, de 0,25 rde diamétre intérieur et d’'une

épaisseur de 0,25 um. L’injecteur est de type omotolumn et le gaz vecteur est I'hélium
avec un débit de 1ml/min.

Le programme de température du four appliqué esiileant :

- 55°C a 150°C a raison de 30°C/min ;

- 150°C a 250°C a raison de 5°C/min ;

- 250°C pendant 10 minutes.

La température de l'injecteur suit la méme évohlutexception faite que la température de

l'injecteur est toujours supérieure de 3°C a lapgérature du four.

Les témoins utilisés sont les suivants : acide ryug (C,) acide heptanoique {§ acide
caprique (Go), acide laurique (€), acide palmitique (G), acide stéarique (@), acide
oléigue (Gs.1), acide linoléique (& -») et acide arachidique ). Dans cette présente étude,

I'acide arachidique, a été choisi comme étalorringe
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Le facteur de réponse de chacun des acides grasgaort a I'étalon interne est déterminé

selon la formule suivante :

K = ([X]/ Aire X) x (Aire acide arachidique / [acide arachidique])

Il permet la détermination de la concentration @dexgras dans chaque échantillon.
K = facteur de réponse
[X]= concentration massique de chaque acide gras

Aire X = surface de réponse mesurée sur le chragratome

2.7 Essai en bioréacteur de 2|

Les essais de biodégradation ont été réalisésamteré (Biostat B) de 2I, agité a 130 rpm,
doté d’'un mobile d’agitation de type TD 6 et aétévym). La température est maintenue a
30°C. La quantité de matiére grasse décantée ajolatts le milieu est telle qu'on se trouve a
une concentration proche de 10 g/l en acide gtaso

Des quantités d'azote et de phosphore sont apusées forme de (NSO, et de

(NH4):HPO, de maniére a respecter un rapport DCO/N/P de 18)0/8,(g/g/g).

Les réacteurs testés sont inoculés respectiveradiatide de deux concentrations cellulaires
(10° et 1d cellules/ml deY. lipolytica) Dans le deuxiéme temps, les mémes concentrat®ns
cellule sont testées mais en présence, de I'enpnoduite par la souche avec une activité
lipolytique de 'ordre de 15.000 U/ml.

1 unité est définie comme étant la quantité d'erzydcessaire pour formenrhble d'acide
gras par minute dans les conditions opératoiresigsode températures: 37°C et pH 7.

Les réacteurs sont suivis en effectuant des pgients d’environ 10ml. lls sont pesés avec

précision et additionnés d’acide arachidique encentration connue (50mg). L’échantillon
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est ensuite incubé & 85°C pendant 10 minutesaggitegion puis est ensuite extrait par 20ml

d’hexane technique.

La phase hexane est récupérée dans un ballonLtexéraction est réalisée deux fois et la
totalité de I'hexane est évaporée sous vide au mdjun évaporateur rotatif. La quantité de
matiére grasse récupérée est pesée et repriselddhexane de maniére a se retrouver dans
des concentrations proches de 50 mg/ml. L’échantiéist dérivatisé comme décrit plus haut

et injecté en CPG.

3 RESULTATS

3.1 Caractérisation de I'effluent

L’effluent a été caractérisé sous deux formes :

La matiere grasse décantée est la fraction grésttente du déchet graisseux. Les matieres
extractibles a I'hexane peuvent étre assimilées drdction de lipides présents dans
I'échantillon. Cette fraction représente 38,6 %,% % de la matiere grasse décantée. Le pH
de l'effluent est de 5,7. Ce pH convient parfaitetréela culture dé’arrowia lipolyticacar

elle se développe sur des milieux dont les pH nade 3 a 8 (Barth et Gaillardin, 1997)

3.2 Pourcentage d’acides gras libres dans les MEH

Le pourcentage d’acides gras libres présents @snMEH est de 2,4 % ; ce qui indique que
la majeure partie de la matiére grasse se trouve feome de tri et di-glycérides. Ce résultat

concorde avec ceux obtenus sur couche mince (fijure

3.3 Dosage de I'azote par la méthode de Kjeldahl

La mesure de la teneur en azote de la matiereggdgssintée permet de nous renseigner sur la

nécessité d’'un supplément d’azote lors des essaidédradation de la matiére grasse de
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maniére a respecter le rapport massiqgue DCO/N/BO@R,8/0,6 conseillé par Canler (2001).

Les résultats expérimentaux sont reportés dambledu suivant :

Tableau 1 : Teneur en azote de la matiére grassate

N total 0,75M,01 mg N/g éch.

N ammoniacal 0,068,002 mg N/g éch.

Les résultats montrent une faible teneur en azetéadmatiere grasse décantée. 100 g de
matiére grasse décantée contiennent environ 40 maliére extractible a 'hexane ce qui
correspond a 115,6 g de DCO. (1g de lipides = B,8@ DCO), et 0,075 g d’'azote. Ily a

donc lieu de rajouter 2.7g d’azote pour respdetegipport préconisé par Canler, 2001.

3.4 Caractérisation qualitative de la matiére grakes effluents

Deux échantillons de l'effluent sont comparés am#lange témoin de diglycérides, acides
gras libre et triglycérides a I'aide de la chrongaéphie sur couche mince.

Les résultats de la figure 1 montrent que la @énatgrasse étudiée est présente sous forme de
triglycérides, diglycérides, et acides gras. Ldldamportante du spot correspondant aux
triglycérides par rapport aux autres cComposés, raaquiie ceux-Ci sont présents en quantité
importante. Les triglycérides représentent donc fumetion majoritaire de la matiére grasse

des effluents.
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Triglycéride

Acide gras libre
Diglycéride

Dépots des
échantillon

Figure 1 : CCM de la matiére grasse décantée dsueffluent d'industrie d’huile d’olive par

rapport a un mélange des témoins
E: et B = échantillons de matiére grasse décantée déaubetff

T = témoin composé de di-triglycerides et acigies

3.5 Analyse qualitative des matieres extractitdd$rexane : Composition en acide gras
La chromatographie en phase gazeuse a permis agé@dser la composition totale en acides

gras présents dans les matieres extractiblesxatiee MEH).
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La figure 2 : Chromatogramme des acides gras tqteésents dans la matiére grasse.
(1) C.» : Acide laurique, (2) Acide myristique, :(3) ( : Acide palmitique, (4) f: Acide stéarique
(5) Gs.1: Acide oléique, (6) & : Acide linoléique, (7) G.3: Acide linolénique, (8) &: Acide

arachidique

La figure 2 présente le chromatogramme des acidestgtaux (voir légende) présents dans
la matiére grasse. Elle met en évidence quatdeaagjras majoritaires : I'acide palmitique
(Ce), I'acide stéariqugCg), I'acide oléiqueCe ) et I'acide linoléiquecCs .,).

Le tableau 2 présente la proportion relative dacah d’entre eux par rapport a la totalité des

acides gras majoritaires et par rapport a la MGD.
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Tableau 2: Pourcentage massique des acides gregppart a la matiére grasse décantée (MGD)

Ac. Ac. Ac. Ac. Total des Ac
palmitique | stéarique | oléique linoléique gras
majoritaires
% massique des
acides gras/ MGD 1,3 0,4 % 11,2 7,6 20.5
Proportion en
acides gras 6,5 1,9% 54,6 36,9 100
majoritaires (%)

De la fraction grasse (MEH) a partir de la matigrasse décantée (38.6%) les acides gras
majoritaires représentent 20.5%.

L’acide oléique et linoléique y sont prépondératits représentent respectivement 54,6 et
36,9 %. En réacteur, les essais de dégradatiorla dwtiere grasse ont été envisagés en

suivant I'évolution des quatre acides gras majioesa

3.5 Dégradation de la MGD en bioréacteur aéré

Le premier objectif était de déterminer I'aptitudieY. lipolyticaa dégrader seule la matiere
grasse. Ainsi deux concentrations cellulaires o@ttéstées, a savoir : 16t 10 cellules/ml.

Le deuxieme objectif était de suivre la dégradaties matieres grasses avec les mémes
concentrations mais en présence de I'enzyme pegait la méme souche. La concentration
de matiéres grasses décantée dans le réactewr E3ghtiet 2.79¢g/l d’azote.

Quatre types de réacteurs ont été mis en oeuvrgrdfd de dégradation des acides gras
totaux dans les différents réacteurs est reptésela figure 3 et dans le tableau 4.

La figure 3 illustre pour chaque réacteur les tdi@imination des acides gras totaux sur une
durée de 48 heures d’essai.

Le tableau 3 résume pour chaque réacteur les (@)xdélimination des acides gras
majoritaires obtenus aprés 16 heures ainsi quédase moyenne d’élimination pendant les

16 premiéres heures.
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100 -

Taux d' élimination des acides gras (%)

60

Temps (h)

—e— Réacteur 1= -m= = Réacteur 2——gp—— Réacteur 3= -l = Réacteur 4

Figure 3: Comparaison des taux d’élimination deslesc gras totaux pour les différents types de
réacteurs mise en ceuvre

(1) : réacteur inoculé & la concentration decE#lules/ml ;
(2) : réacteur inoculé & la concentration decHlules/ml + lipase (15.000 U/ml) ;

(3) : réacteur inoculé a la concentration decilules/ml ;
(4) : réacteur inoculé a la concentration decilules/ml + lipase (15.000 U/jul

La figure 3 montre que la dégradation est d’aufalols importante que la densité de
linoculum est élevée. L'addition de lipase perrd&tccélérer le processus de dégradation et
de 'augmenter. Au cours des 16 premiéeres heurtsiled’élimination des acides gras passe

de 21% a 39 % pour le réacteurl et de 64 % a U le réacteur 3.
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Tableau 3 : Bilan des essais de dégradation dedtiema grasse

Réacteur 1 Réacteur 2 Réacteur 3 Réacteur «
Vitesse de dégr. (¢'lh") 0,07 0,14 0,24 0,30
% ac. oléique éliminé 21,73 51,44 60,91 77,18
% ac. Linoléigue éliminé 24,10 28,25 74,59 81,14
% ac. palmitique éliminé 4,44 39,13 47,61 53,84
% ac. stéarique éliminé I’ 23,07 31,57 29,41 53,33

L’élimination des quatre acides gras majoritairestre que les acides gras insaturés (oléique
et linoléique) sont nettement plus éliminés quedesx acides gras saturés (palmitique et

stéarique).
4 DISCUSSION
Les résultats de cette présente étude démontrenficgouche d¥arrowia lipolyticautilisée
est capable de se maintenir, de croitre dans temagrasse décantée issue d’'un effluent

riche en huile et de dégrader cette charge pokuant

Au cours de nos expérimentations deux facteurs &ét étudiés : la concentration de

inoculum et I'adjonction complémentaire de ladge.

Les résultats d’élimination des matiéres grasseartées pa¥. lipolyticaa la concentration
de 16 cellules/ml, I'inoculum semble trop faible poursager des rendements d'élimination

efficace, résultat nettement amélioré par adjondti® lipase au réacteur.

En effet, la lipase accélere I'hydrolyse des gl=s, qui constituent la fraction la plus
importante de la matiére grasse de I'effluent, @des gras libres et glycérol et donc facilite

'assimilation subséquente des acides gras gaviae.

En revanche avec la concentration dé ddllules/ml, I'élimination des matiéres grasses es

plus importante.
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Les acides gras insaturés (oléigue et linoléigoaj mieux éliminés que les deux acides gras
saturés (palmitique et stéarique). PapanikolaoAgegfelis (2002) ont mis en évidence une

affinité deY. lipolyticapour les mémes acides gras.

Les courbes d’élimination des matiéres grassesnerniine élimination rapide au début plus
lente ensuite. Conformément & nos observationsariteagaou et Aggelis (2002) ont

répertorié trois phases distinctes dans les coutbegradation. D’abord, ils ont observé une
diminution importante des acides gras présents densmilieu, correspondant a

'accumulation de ceux-ci paf. lipolytica. Une phase de diminution de la quantité d’acides
gras consommé par la levure, pour ses réservesglijgisl au cours de cette période. La
derniere phase correspond a une légere reprisomEmmation des acides gras dans le

milieu.

Les résultats de la présente étude sont supgr@@eteux obtenus par Papanikolaou et Aggelis
qui ont travaillé a une température de 29°C suredsais réalisés en fioles. Cette amélioration
des résultats pourrait étre due en grande pattieparformance intrinseque de la souche, a

I'aération du réacteuiY@rrowia lipolyticaest aérobie stricte), et a I'adjonction de lasip.

5 CONCLUSION
Le traitement des effluents réalisé avec la lewdgerarrowia lipolytica montre que cette

souche présente une aptitude a déegrader les nsagessses et a assimiler les acides gras
libérés lors de leur hydrolyse. Cette étude a néomie la densité de I'inoculum de la souche
sélectionnée est un facteur important permetta@icadditre substantiellement le taux
d’élimination de la matiére grasse par rapportedfllient non traité avec la levure. Une
densité de 1@ellules/ml semble étre suffisante pour atteindiee vitesses de dégradation

importantes.

141



Chapitre 6: Application de la lipase de Y. lipolytica dangrgtement d’effluents

L'effet synergique de la lipase sur la biodégramtaties matieres grasses a également pu étre
montré. L'enzyme permet I'hydrolyse rapide deslydgrides et accélére le processus de

dégradation par le microorganisme.

Enfin, comparativement a la littérature, il a pte&émontré qu’'une aération importante au

moyen d’un réacteur agité améliore I'efficacité pacédé.

La présente étude pose donc les jalons nécessail@snise au point d'un starter mixte
original (enzyme —microorganisme) pouvant étreisgtiidans un procédé de traitement des

effluents graisseux industriels.
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