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RESUME

Cette présente étude est axée sur la biodégradation des Hydrocarbures Poly Aromatiques (cas
de l'anthracéne) par les souches Streptomyces sp. ABIl, Streptomyces sp. AH4 et
Streptomyces sp. AM2, isolées a partir de différents sols de la plaine de la Mitidja. Ces
souches sont connues par leur aptitude a dégrader des macromolécules telles que les acides
humiques.

Le suivi de la cinétique d’¢élimination de l'anthracéne par les Streptomycétes sous I'effet de la
température (T °C= 20, 30 et 40) et la concentration de l'anthracéne (0.0225, 0.05 et 0.5 mg
1), ont révélé des meilleurs taux d'élimination 4 la concentration de 0.05 mg "' 4 30 °C. Des
métabolites de biodégradation ont été détectés par CLHP dans le milieu de culture incubé
avec AH4 (souche plus performante). A cet effet, les résultats obtenus révelent des variations
du pH proches de la neutralité (7,09 a 7,29). Par ailleurs, des essaies de la biodégradation de
I'anthracéne par des cellules immobilisée sur l'alginate du sodium sont apparues moins
efficace que AH4 a I'état libre.

Mots clés: hydrocarbures poly-aromatiques, souches bactériennes, biodégradation, immobilisation.

ABSTRACT

This present study was centered on the biodegradability of the Poly Aromatic Hydrocarbons
(case of anthracene) by using bacterial strains: Streptomyces sp. ABI, Streptomyces sp. AH4
and Streptomyces sp. AM2 which were isolated from different soils surface at Mitidja plain.
These strains have an aptitude to degrade macromolecules such as the humic acids. The
kinetic of elimination of anthracene by the Streptomyces under the effect of the temperature
(T °C = 20, 30 and 40) and the concentration of the anthracene (0.0225, 0.05 and 0.5 mg L h,
revealed better elimination rates at 0.05 mg L ™' and 30 °C. Metabolites of biodegradation
were detected by HPLC in the culture medium incubated with AH4 (most powerful strain). To
this end, the results obtained reveal pH variations closes to neutrality (7.09 to 7.29).In
addition, biodegradation test by alginate immobilized cells appeared less effective than free
AH4.

Key words: Poly Aromatic Hydrocarbons, bacterial strains, biodegradation, immobilization.



Liste des abréviations

ANT : Anthracene.

HAPs : hydrocarbures aromatiques polycycliques .
HPLC : chromatographie liquide a haute performance.
Imm : cellules immobilisées

ISP9 : international streptomyces project.

Lbr : cellules libres.

pH : potentiel d’hydrogene.



GLOSSAIRE

A

Abiotique : qualifie un milieu ou les organismes vivants ne peuvent exister.

Anthropique : en écologie, tous ce qui est résultat de I’activité humaine.

B

Bioaccumulation : Désigne la capacité¢ des organismes a absorber et concentrer certaines
substances chimiques dans tout ou partie de leur organisme.

Bioconcentration : désigne la tendance d’une substance a s’accumuler dans un organisme
vivant a un niveau supérieur a celui du milieu environnant par captation directe a partir de ce
milieu.

Biotransformation : est donc un processus qui permet la conversion de la molécule mére en
métabolites et ultérieurement en dérivés conjugués.

bio film : est une communauté multicellulaire plus ou moins complexe et symbiotique de
micro-organismes (bactéries, champignons, algues ou protozoaires), adhérant entre eux et a
une surface, et marquée par la sécrétion d'une matrice adhésive et protectrice.

Biodisponibilité : désigne capacité d'une substance chimique a interagir avec les
organismes vivants.

Biodégradabilité : fait de pouvoir se décomposer par des organismes vivants en composés
inorganiques .

Biosurfactant : Désigne un composé actif biologique  favorise I'humidification, la
solubilisation et I'émulsion de composé€s organiques.

C

Catabolisme: Les bactéries tirent 1’énergie de la dégradation des composés organiques pour
assurer les fonctions cellulaires.

Catalyseur: Molécule qui, en petite quantité, accélére la vitesse d’une réaction et qui revient
a sa forme initiale a la fin de la réaction. Les enzymes sont des catalyseurs biologiques.



Cytochrome : Protéine colorée (= chromoprotéine) a laquelle est liée une molécule d’héme
(molécule organique contenant un ion ferreux) et transportant des électrons.

E

Energie libre d’activation : est la quantité d'énergie nécessaire pour lancer un processus
chimique, le plus souvent une réaction.

Emulsion : suspension de gouttelettes d’un liquide dans un autre au sein duquel le premier est
insoluble.

Ecosystéme : ensemble constitué¢ d’un air géographique bien délimitée caractérisée par des
conditions écologiques particuliéres (température, salinité...). Dans ce cadre physique
(biotope) vit un ensemble d’étres (biocénose).

G

Génotoxiques : Agents (d'origine physique ou chimique, ex: rayonnement ultraviolet... )
provoquant l'apparition de 1ésions dans I'ADN, qui peuvent éventuellement conduire a des
mutations.

H

Hydrocarbure : composé de carbone et d’hydrogéne, notamment le pétrole.

|

L'immobilisation des cellules : C’est la fixation des bactéries sur un support pour accroitre la
stabilité¢ d'un systéme microbien.

M

Mésophiles : microorganismes qui peuvent vivre a une température comprise entre 20 et
40°C

Métabolisme : Phase au cours de laquelle des molécules relativement grosses et complexes
sont dégradées en molécules plus petites et plus simples.



(0]

Oxydation : c’est une réaction au cours de la quelles un atome ou une molécule fixe se
I’oxygene.

P

Persistance des HAP dans P’environnement : ce sont des molécules résistantes aux
dégradations biologiques naturelles. Ces molécules se dégradent de 50 % sur une durée de 7 a
8 ans.

S

Saprophyte : ou les micro-organismes peuvent vivre (sol, eau, organisme vivant).

T

Thermophiles : les microorganismes qui peuvent vivre a une température supérieur a 45 °C

X

Xénobiotiques: Substance possédant des propriétés toxiques, méme a trés faible
concentration (exemple des pesticides).
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Les émissions de polluants dans les écosystémes par des processus anthropiques n’ont
cess¢ d’augmenter depuis la révolution industrielle, en raison des besoins énergétiques
croissants de I’homme [1].

Parmi ces polluants, les Hydrocarbures (hydrocarbures aliphatiques ou poly
aromatiques) sont maintenant quotidiennement présents dans notre proche environnement.
L’attention particuliere qu’on leur accorde provient de leur action cancérogene reconnue sur
certains animaux et soupconnée chez ’homme [2] a ’exemple de phénol, cyclohexane
pyrene etc. .

Les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAPs) sont des contaminants
environnementaux omniprésents. Ils constituent une classe des produits chimiques organiques
dangereux, dont certains de leurs effets toxiques sont reconnus comme fortement
cancérogenes, génotoxiques, etc. [3]. Ils représentent une menace pour la santé publique et
I'écosysteme [4].

Quelques HAPs (Naphtaléne, Anthraceéne, Acénaphténe, Pyréne, etc.) sont classés
comme polluants prioritaires par la plupart des agences de protection de I’environnement et
en particulier, celle des Etats-Unis et ceci en raison de leur persistance dans 1I’environnement

[S].

Plusieurs techniques physico-chimiques de traitement des eaux ont été développées et
appliquées avec succes dans le but de réduire les polluants souvent rencontrés dans 1'eau tels
que les HAP [6, 7]. Néanmoins, I'application de telles techniques exigeraient des cofits ¢levés
et présenteraient des capacités de réduction limitées et le plus souvent conduisent a une
pollution secondaire [6, 7]. Par voie de conséquence, la biodégradation par les
microorganismes et en particulier par les bactéries est le processus naturel le plus important
dans la dépollution de l'environnement marin, signalons que la dépollution des HAP composé
s ne se limite pas aux bactéries mais aussi par les champignons, levures et aussi les micro-
algues [8].

Par ailleurs, la biodégradation des HAP par les différents microorganismes a fait
I’objet de nombreux travaux scientifiques. Plusieurs bactéries et champignons sont connus
pour dégrader des HAP [6, 7]. Mais peu d'études ont rapporté la biodégradation des HAP par
I’emploi des Actinomyceétes (surtout le groupe des Streptomyces), malgré que différentes
especes d’actinomycetes présentent des capacités de biodégradation des molécules organiques
aussi variées que récalcitrantes (non biodégradables) [9].

Nous nous sommes donc intéressés dans un premier temps a évaluer 1’aptitude de la
biodégradation des composé€s organiques tels que 1’anthracéne par trois souches de
Streptomyces isolées localement connues initialement, selon des travaux antérieurs, par une
forte aptitude a dégrader les acides humiques.



En deuxieéme lieu nous avons consacré une partie importante du travail pour la mise
en évidence de la modification structurelle de I’anthracéne apres subir une biodégradation en
¢tudiant aussi I’influence de quelques parameétres (température et concentration de polluant)
sur la biodégradation. A la lumicre de nos résultats préliminaires nous avons sélectionné une
souche a fort potentiel a dégrader I’anthracéne pour I’utiliser dans un procede de «bio
immobilisation ».






La pollution (accidentelle et chronique) de 1’environnement peut influencer 1’équilibre
écologique et parfois entrainer la destruction de I’écosysteme [10].

Les hydrocarbures occupent au sein des préoccupations environnementales, une place
particuliere. Cet intérét est du a leur rémanence dans I’environnement et a leur toxicité
(mutagene et cancérigéne). Ces composés sont produits en quantité importante par I’activité
humaine, et notamment dans les processus de pyrolyse et de combustion [10].

I. Hydrocarbures polycycliques aromatiques :

1.1 Définition et caractérisation :

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs) sont des composés organiques
constitués de plusieurs cycles aromatiques (2 a 10) non substitués et condensés. Ce sont des
molécules planes dont la structure se rapproche de celle en feuillet de graphite pour les hauts
poids moléculaires [11].

La condensation de plusieurs cycles benzéniques implique qu’il existe une liaison
commune entre chaque cycle et que le rapport H/C de la molécule diminue avec le poids
moléculaire. Les HAP sont donc des molécules neutres et trés réduites et sont peu volatils et
se présentent a 1’état pur sous forme de solide ou de liquide plus ou moins visqueux [12].

Les caractéristiques communes de ces composés sont : Points de fusion et d’¢bullition
¢levés, solubilité faible dans 1’eau et diminue lorsque le poids moléculaire augmente [12,13].

Les HAPs présentent ¢galement des coefficients de partage octanol / eau tres élevés,
ces composés sont donc lipophiles et solubles dans de nombreux solvants organiques. Ainsi,
ils sont potentiellement bio-accumulés et concentrés dans les sédiments et les sols [12 ,14,15].

La persistance des HAP augmente avec le nombre de cycles de la molécule.
En revanche, les composés de poids moléculaires ¢élevés sont trés persistants et par
conséquent bioaccumulables [12].

I.2. Origines :

Les HAPs sont formés principalement lors de la combustion incompléte de la matiere
organique, récente ou fossile. Les HAP résultants de combustion sont dits d'origine
"pyrolytique". L’activité industrielle contribue largement a la production de ces composés, en
particulier l'industrie du charbon (cokeries, usines a gaz), ainsi que les émissions des
véhicules et le chauffage résidentiel [16].

Les HAPs peuvent avoir également une origine pétroliere. La formation du pétrole par
catagencse se produit a des températures relativement basses (50-150°C) [16].



Ainsi I'enfouissement dans les bassins sédimentaires de la matiére organique et sa lente
maturation conduisent a la formation de mélanges de Hydrocarbures Aromatiques
Polycycliques complexes ou prédominent les dérivés alkylés.

11 faut cependant garder a 1'esprit que 1'alimentation (cuisson des graisses) et le tabagisme sont
parmi les premieres sources d'exposition humaine suivis par la pollution atmosphérique liée
au transport automobile et un dérivé du goudron de houille composé d'environ 85 % de
Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques [17].

1.3.Toxicité :

Les produits pétroliers rejetés dans 1’environnement ont des répercussions sur les
plantes, animaux et étres humains. Les conséquences de la contamination dépendent des
organismes eux-mémes et de la structure chimique des hydrocarbures [8 ,16].

Certaines especes €prouvent des changements de comportement a peine perceptibles
ou des problémes de santé a court terme. Certaines d’entre elles éprouvent des effets toxiques
instantanés et aigus parfois mortels, tandis que chez d’autres especes, les répercussions se
manifestent lentement a long terme [8 ,16].

Face a ces polluants, les organismes susceptibles d’étre contaminés doivent étre
considérés en fonction de leur capacité de réponse spécifique. Les bactéries, nourriture de
nombreuses especes aquatiques, peuvent étre des vecteurs de contamination par lesquels les
hydrocarbures peuvent entrer dans la chaine alimentaire [8 ,16].

Les HAPs présentent un risque toxicologique important méme a faibles
concentrations, notamment par leurs propriétés cancérigénes et/ou mutagenes [3 ,18].

Les premiéres observations de toxicité ont été rapportées par Pott (1775) a propos de
cancers de la peau, des ramoneurs de cheminées [18]. Le pouvoir cancérigene des produits de
pyrolyse (goudrons, suies) a été¢ reconnu, suite au développement de 1’utilisation du charbon
[3,18].

En raison de leur caractére lipophile, les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques
s’accumulent dans les organismes vivants, préférentiellement dans les tissus lipidiques [11].

La plupart des organismes ont la capacit¢ de métaboliser les HAP par action de

I’enzyme cytochrome P450. La remobilisation des HAP métabolisés permet leur excrétion de
I’organisme mais aussi les rendent toxiques [11].

En effet, les HAPs deviennent toxiques principalement lorsque les métabolites
hydrophiles se fixent sur les structures cellulaires (protéines, ADN). La modification de
I’ADN induit alors des effets cancérigénes et mutagénes. D’autre part, les HAP sont
photodégradables, ce qui peut aussi induire une phototoxicité [3, 11,18].

Les HAPs sont absorbés par I’homme par [8, 19] :



- Les voies respiratoires via I’inhalation de particules atmosphériques contaminées ou
de fumées de cigarettes.

- Le systéme digestif via I’ingestion de produits alimentaires contaminés, notamment
les produits grillés ou fumés.

- La peau.

Les HAPs présent un risque certain pour les écosystémes, notamment pour les espéces

aquatiques. Ils ont un taux de dissolution trés faible et forment donc un film a la surface ou
une émulsion dans ’eau [19], occasionnant une double nuisance :

Leur faible tension superficielle entraine une modification des échanges gazeux, une
diminution de la quantité d’oxygene dissous et une réduction de la photosynthese.

IIs se fixent sur les branchies et les systemes respiratoires des organismes aquatiques
génant leur respiration, ce qui conduit a une diminution du pouvoir auto-épurateur des
cours d’eau [8].

1.4. Devenir des hydrocarbures en milieu marin :

Du fait de la trés faible solubilit¢ des hydrocarbures dans 1’eau, les hydrocarbures

rejetés dans les océans s’étalent a la surface avant de subir une série de modifications suite a
I’action de facteurs abiotiques et biologiques (Figure 1). L’action simultanée de ces différents
facteurs aboutira a I’élimination de cette pollution [8, 14].

Le processus physico-chimiques et biologiques intervenant dans 1’évolution d’une nappe
de pétrole en milieu marin selon les étapes en dessous:

Evaporation: Ce phénomene touche les fractions de faible poids moléculaire et
dépend des conditions atmosphériques (vent, vagues, température,...). Les
hydrocarbures les plus légers, ayant de 4 a 12 atomes de carbone (T, < 270 °C), qui
représentent généralement prés de 50 % des hydrocarbures totaux d’un brut moyen,
sont ¢liminés rapidement des les premiers jours, pouvant conduire a une pollution de
I’atmosphere [8].

Solubilisation: La solubilit¢ des hydrocarbures dans 1’eau est trés faible. Un
hydrocarbure est d’autant plus soluble que sa masse moléculaire est faible et que sa
polarité est €levée. Il est a noter que ces hydrocarbures solubles sont parmi les plus
dangereux pour I’environnement, ils sont difficiles a ¢liminer et sont adsorbés par la
faune et la flore [8].

Emulsification: Deux types d’émulsions peuvent se former : eau-dans-huile appelée
"mousse Chocolat" et huile-dans-eau. Les émulsions eau-dans-huile sont constituées
par des hydrocarbures de haut poids moléculaires. Ces émulsions difficilement



dégradables sont les précurseurs des résidus goudronneux retrouvés sur les plages,
alors que les émulsions huile dans- eau facilitent I’élimination des hydrocarbures [8].

Sédimentation: La sédimentation est le passage du pétrole de la surface vers le fond.
Ce phénomeéne concerne les résidus goudronneux constitués de la fraction pétroliére la
plus lourde et dont la densité est supérieure a celle de I’eau de mer. La sédimentation
conduit a la constitution d’agrégats de haute densité difficilement dégradable par voie
naturelle [8].

Photo-oxydation: La photo-oxydation est observée au niveau de la surface de 1’eau
ou l’air (oxygene) et la lumicre (radiations solaires) sont présents pour la
transformation des hydrocarbures. L’efficacité de ce phénomeéne dépend de la nature
des hydrocarbures et de la présence de composés non hydrocarbonés. Ainsi, la photo-
oxydation touche plus particuliérement les composé€s aromatiques qui sont plus
photosensibles que les composés aliphatiques. Parmi ces derniers, les composés
ramifiés sont plus facilement photo-oxydés que les n-alcanes [8].

La photo-oxydation conduit a la formation de composés solubles dans 1’eau (acides,
alcools, cétones, peroxydes et sulfoxides) et certains travaux de recherche ont montré
leur toxicité pour les communautés microbiennes alors que beaucoup de chercheurs
ont montré 1’existence d’interactions entre la photo-oxydation et la biodégradation
pour I’élimination des alkyl benzénes et de 1’anthracéne. L’action simultanée de ces
deux phénomenes permet une élimination plus rapide de ces deux familles de
composes [8].

Biodégradation: La biodégradation est le processus naturel le plus important dans la
dépollution de I’environnement marin. Les microorganismes en sont responsables, en
particulier les bactéries. L’importance de la biodégradation dans I’¢limination du
pétrole, les voies métaboliques d’oxydation des hydrocarbures par les bactéries et les
parametres qui peuvent influencer la biodégradation seront traitées dans le deuxieme
chapitre [8 ].
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Figure 1 : Processus physico-chimiques et biologiques intervenant dans 1’évolution d’une
nappe de pétrole en milieu marin [8].







Le choix d’une méthode de dépollution repose sur de nombreux parametres : type de
polluants et variabilité de leur comportement (volatilité, adsorbabilité, polarité ...), diversité
des conditions locales (nature du sol, de la nappe, accessibilité, disponibilit¢ de surfaces
utilisables a proximité, zone urbaine ou non), pollution récente ou ancienne, étendue ou non,
avec en plus, les exigences économiques et administratives a prendre en compte [20].

La dépollution peut étre mise en ceuvre a travers des procédés :

- Physiques qui consistent a transférer et concentrer les polluants, sans les modifier ou
les détruire, vers des points de récupération [20].

- Thermiques qui consistent a chauffer le matériel contaminé pour en extraire le
polluant et le détruire [20].

- Chimiques qui font appel a un principe réactionnel (action d’un solvant, oxydation...)
pour transformer le polluant en un composé moins toxique et inerte vis-a-vis de
I’environnement [20].

- Biologiques qui favorisent la décomposition des produits, c’est la biodégradation
[20].

I1.1. Biodégradation des Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques :

Le terme biodégradation implique la rupture de liaisons covalentes entre les atomes
des molécules organiques par des agents biologiques [21].

- Si la biodégradation du substrat organique est totale, c’est a dire la formation uniquement de
produits inorganiques tels H,O, CO,, CH4, Hy, on parle de la minéralisation [21].

- Si cette minéralisation n'est pas atteinte, on parlera de biodégradation partielle. Le terme
biotransformation sera ici réservé aux changements de forme des molécules non
biodégradables comme certaines espéces métalliques. L’¢lément considéré pourra étre bio-
oxydé ou bio-réduit [21].

I1.1.1. Principe de la biodégradation :

L’étude de I’oxydation des hydrocarbures se base sur I’analyse des milieux de culture
des microorganismes dont la croissance dépend de la nature de 1’hydrocarbure utilis¢é comme
source de carbone ainsi que des capacités métaboliques des cellules [8].

La transformation des substances organiques par voie biochimique est
particulicrement importante par le fait que les organismes vivants disposent de protéines
spécifiques, les enzymes, qui agissent comme catalyseurs en abaissant 1’énergie libre
d’activation d’une réaction thermodynamiquement possible. Cette action de catalyse
enzymatique détermine la cinétique de la réaction de biotransformation d’une substance
organique [22].



La voie de dégradation la plus directe (voie métabolique) est 1’utilisation par le
microorganisme de la substance organique comme source d’énergie et de carbone [22].

Le processus de dégradation intégral conduit au recyclage du carbone, du son état
organique et a son état minéral (CO,). Cette bioconversion est accomplie a travers une série
plus au moins complexe de réactions d’oxydation enzymatique, avec de 1’oxygéne comme
accepteur final d’¢électrons (métabolisme aérobie) ou avec d’autre accepteurs tels que les ions
sulfate (SO,4%) ou nitrate (NO53") (métabolisme anaérobie) [22].

Les microorganismes capables d’utiliser les hydrocarbures pétroliers en tant que
donneurs d’électrons apparaissent dés que la pollution est introduite dans le milieu.
L’efficacit¢ de la microflore se traduit par la présence de microorganismes ayant un
métabolisme spécifique, 1’existence de cométabolisme et des interactions positives entre
souches (synergie ou coopération) [23].

I1.1.2. Facteurs physicochimiques affectant la biodégradation :
Il existe plusieurs facteurs abiotiques affectant la biodégradation des hydrocarbures :

e Température : Selon Hogan cité dans le mémoire de AMIR S [24] la température est
un facteur important dans la biodégradation des HAPs. La solubilit¢ des HAP
augmente en fonction de ’augmentation de la température de 5 a 45 °C [21]. Les
dérivés les plus légers disparaissent pour des températures de 1’ordre de 35 a 55 °C.
Les dérivés lourds ont besoin d’une période de 20 jours pour se dissiper a I’exception
du chryséne qui disparait trés rapidement a 60°C.

e Adération : D’aprés Quantin et al cité dans le mémoire de  AMIR S [24] 1’aérobiose
est trés importante dans 1’oxydation des HAPs et qu’un déficit en oxygene diminuait le
taux de biodégradation des HAP.

e pH:Son influence a été¢ trés peu étudiée, mais il semble ne jouer qu’un rdle
relativement mineur en milieu marin. Contrairement a la plupart des écosystémes
aquatiques, les sols peuvent avoir des valeurs de pH trés variables, allant de 2,5 a 11
[8]. Les valeurs extrémes de pH pourraient avoir une influence négative sur la capacité
des microorganismes a dégrader les hydrocarbures [24].

Plusieurs chercheurs ont trouvé que la dégradation des hydrocarbures est plus ¢élevée
dans des conditions légérement basiques. Quelques chercheurs conseillent un pH
initial égal a 7 pour la dégradation des HAP en solutions aqueuses. En revanche,
d’autres études montrent de meilleurs résultats au pH acide 2 a 3 qu’a un pH proche de
la neutralité. Alors que dans d’autres études, les auteurs travaillent sans ajuster le pH
et obtiennent une bonne minéralisation des HAP [24].



¢ Eléments nutritifs: Les rejets des hydrocarbures dans les environnements aquatiques,
qui contiennent des ¢léments nutritifs inorganiques en faibles concentrations,
conduisent généralement a des rapports carbone /azote, et carbone /phosphore tres
¢levés défavorables pour la croissance microbienne. Quelques chercheurs considérent
qu’un rapport C : N : P de 100 :5 :1,7 est favorable a la biodégradation de produits de
pétrole dont les HAP et il semblerait que 1’azote et le phosphore sont des facteurs
limitant la biodégradation des hydrocarbures dans le sol selon Mohn , Stewart (2000)
et Walworth et al(2003) [20].

e Salinité: Certaines ¢études ont montré que les taux de biodégradation des
hydrocarbures décroit lorsque la salinité augmente (3,3 a 28,4 %).Cette étude suggere
une réduction générale des vitesses métaboliques des microorganismes aux salinités
extrémes [20].

I1.1.3. Mécanismes de la biodégradation des HAPs:

La biodégradation met en jeu des processus d’oxydation qui aboutissent a la formation
d’hydrocarbures de poids moléculaire inférieur (appelé bioconversion), mais aussi a la
formation de gaz carbonique, d’eau et de biomasse lorsque la réaction est compléte (certains
hydrocarbures restent cependant réfractaires) [25].

En aérobiose, la plupart des voies cataboliques des hydrocarbures aromatiques
convergents vers des intermédiaires hydroxylés tels que les catéchols ou leurs dérivés
(Protocatéchuategentisate) [25].

Les enzymes qui catalysent ces transformations sont des monooxygénases et des
dioxygénases. D’autre dioxygénases vont agir ensuite pour réaliser I’ouverture du cycle
aromatique de ces intermédiaires selon un clivage en position ortho ou méta [25].

Ainsi, les enzymes de dioxygénases impliquées dans le catabolisme des hydrocarbures
aromatiques par des microorganismes illustrant bien leur nature, leur capacité a s’adapter a
différentes sources de carbone [25].

Certains auteurs suggerent que la biodégradation peut étre augmentée par une
production de biosurfactants. Ceux-ci peuvent en effet, augmenter les cinétiques de transfert
des HAP, en augmentant la concentration du HAP dissous dans la phase aqueuse (par
formation de micelle) ou I’aire inter facile (par diminution des tensions de surfaces), quelque
soit leur forme pure, soit dissous dans un solvant ou sous forme de cristaux [25].

Les réactions chimiques de biodégradation des hydrocarbures catalysées par les
enzymes bactériens sont complexes et dépendent des conditions physico-chimiques du milieu,
de la nature du substrat hydrocarboné et de la souche bactérienne [12].



Suivant le type du microorganisme et celui de I’hydrocarbure aromatique mis en
ceuvre, des composés intermédiaires tres divers peuvent étre obtenus.

De facon générale, peu de données sont disponibles concernant le devenir des HAP
apres biodégradation en termes de CO,, de métabolites et de biomasse [25].

La figure 2 explique une voie de dégradation bactérienne aérobie de I’anthracéne par
Pseudomonas [25].
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Figure 2 : La voie aérobie de dégradation bactérienne de 1’anthracéne par
Pseudomonas [25].



I1.1.4. Agents microbiens responsables de la Biodégradation des HAPs :

I1.1.4.1. Par les champignons :

Certains champignons produisent des cytochromes P450 monooxygénases qui leur
permettent de transformer un certain nombre de molécules y compris les HAPs. Ces
monooxygénases transforment directement les HAPs par incorporation d’une molécule
d’oxygene en formant un trans-dihydrodiol-HAP. Les principales espéces impliquées sont :
Cunninghamella elegans, Penicillium sp, Aspergillus sp, Trametes versicolor et Pleurotus
ostreatus [12].

11.1.4.2. Par les bactéries :

La dégradation microbienne s’effectue par une attaque successive des anneaux
aromatiques [20]. Les enzymes responsables sont les dioxygénases, qui sont classées selon le
mode de fission du noyau aromatique qu’elle catalyse : intradiol dioxygénase lorsque la
fission se fait en ortho (clivage entre les carbones porteurs des groupements hydroxyles) ou
extradiol dioxygénase pour une fission en méta (clivage entre les deux carbones adjacents au
diol) [16].

En se basant sur la fréquence d’isolement, les genres bactériens prédominants
sont :Pseudomonas, Acinetobacter, Alcaligénes, Vibro, Flavobacterium, Achromobacter,
Micrococcus, Corynebacteria, et Nocardia « Mycobacterium sp, Staphylococcus [8,12,20] .

I1.2. Les actinomycetes :

Les actinomycetes possédent de caractéristiques a savoir :

- Résistance a la sécheresse et au pH [26].

-Production des enzymes extracellulaires qui leur font les candidats appropriés pour le
bioremédiation [26].

Les Streptomyces ¢’est le groupe d’actinomycetes le plus abondant dans le sol et bien
connu par une grande capacité de produire de petites molécules biologiquement actives
[25,27].

I1.2.1. Classification des especes du genre Streptomyces :

La cl¢é de la détermination des especes de Streptomyces la plus employée est celle du
Bergey’s Manual, elle fait largement appel aux travaux de I’«International Streptomyces
Project » [9].

Cette clé se fonde sur les caractéres principaux suivants :



e La couleur du mycélium aérien sporulé avec 7 classes de couleur : blanc, gris, jaune,
rouge, bleu, vert et violet.

e La forme des chaines de spores.

e La Série Rectus Flexibilis lorsque les chalnes sont droites ou flexueuses.

e La Série Spira lorsque les chaines sont hélicoidales (figure 3).

e La production de pigments mélanoides bruns a noirs.

e [’ornementation de la surface des spores : lisse, verruqueuse, ou chevelue.

e La capacité d’utiliser certaines sources de carbone pour se développer : D-glucose,
Dxylose, L-arabinose, L-rhamnose, D-fructose, D-galactose, Raffinose, D-mannitol,
inositol et saccharose.

Toutefois, la description d’une souche peut nécessiter 1’étude d’autres caractéres. Une
panoplie d’environ 120 caractéres morphologiques et biochimiques supplémentaires est alors
a la disposition des taxonomistes. 75 de ces caractéres correspondent a la recherche de
’utilisation de nombreuses sources de carbone et d’azote. La plupart des autres caracteres
traduisent le degré de développement et la morphologie des souches sur divers milieux
complexes ou synthétiques.

Rappelons enfin que ces méthodes de classification évoluent rapidement et qu’au
niveau subgénérique la taxonomie numérique devrait permettre une définition plus cohérente
des especes appartenant a divers genres d’actinomycetes dont en particulier le genre
Streptomyces.

x -
Figure 3 : Streptomyces dans 1’ Atlas des actinomycetes 1997 [9].



I1.2.2. Les actinomycétes : producteurs d’enzymes de biodégradation :

Deux des propriétés les plus significatives des actinomycetes sont leur capacité a se
développer sur les substrats les plus divers et leur aptitude a synthétiser de trés nombreux
métabolites bioactifs, parmi lesquels les enzymes, qui apres les antibiotiques sont les produits
les plus importants des actinomycetes. L’action des enzymes du catabolisme conduit a la
dégradation des nutriments et sources d’énergie plus ou moins complexes [9].

11.2.2.1 Enzymes de biodégradation des composés organiques naturels :

Les actinomycétes sont des microorganismes saprophytes, qui jouent un role dans la
dégradation de la matiére organique naturel et donc un rdle dans le recyclage des
biopolymeéres complexes comme la cellulose, la lignocellulose, la pectine, le xylane et les
protéines par la production d’enzymes extracellulaires qui sont d’une importance majeur dans
I’industrie [9].

La dégradation de ces bio-polymeéres par les enzymes peut étre le résultat d’un
mécanisme radicalaire (oxydation biologique) ou d’un changement chimique (hydrolyse
biologique) [9].

11.2.2.2. Enzymes de biodégradation des composés organiques de synthése :

Les capacités biodégradatrices des actinomycetes ne se limitent pas seulement aux
composés organiques naturels mais concernent également des substrats organiques plus
difficiles a dégrader car ils sont peu solubles dans I’eau. Il s’agit des hydrocarbures (chaines
hydrocarbonées), de phénols et d’autres composés récalcitrants [9].

Le principal mécanisme enzymatique pour 1’assimilation et/ou la détoxification de
substrats organiques peu dégradables est I’oxydation enzymatique par les mono-oxygénases
ou dioxygénases : il y a formation de groupes polaires qui permettent d’augmenter la
solubilit¢ de nombreux substrats organiques peu soluble dans 1’eau (hydrocarbures ou
hydrocarbures aromatiques polycycliques) et de faciliter ainsi leur assimilation. C’est
¢galement, le mécanisme de biodégradation des composés nitro-aromatiques et des substrats
organochlorés tels que les chloro-bi-phényle (PCB) [9].

I1.3. Biodégradation par des cellules immobilisées :

Contrairement aux cellules planctoniques cultivées dans un milieu liquide,
I’immobilisation cellulaire correspond a un état dans lequel les cellules ne peuvent pas se
déplacer librement sous 1’effet d’'un mouvement Brownien ou par sédimentation [28].

Cette définition générale englobe la formation naturelle de bio films et d’agrégats par
certains microorganismes et les procédés qui consistent a retenir ou a inclure volontairement
dans une matrice des cellules bactériennes [28].



L’immobilisation permet de retenir les cellules microbiennes dans un systeme de
fermentation et d’obtenir des hautes densités de biomasse. Cette technique comporte de
nombreux avantages, mais aussi des inconvénients, comparés a des procédés utilisant des
cellules libres [28].

I1.3.1.Techniques d’immobilisation cellulaire :

En fonction de I’application et des caractéristiques des cellules a immobiliser,
différentes techniques ont été développées.

I1.3.1.1. L’attachement ou I’adsorption sur un support préformé :

L’immobilisation par adsorption ou adhésion sur un support préformé est basée sur la
facult¢ des cellules a coloniser des surfaces solides et a s’y développer. La colonisation
s’effectuant dans des conditions douces par mise en contact des cellules et du support, la
viabilité est ¢levée [29].

11.3.1.2. La rétention derriére des membranes ou bioréacteurs a membrane :

Ces systéemes sont intéressants pour la production de biomasse puisqu’ils permettent
d’obtenir des concentrations cellulaires 7 a 10 plus ¢levées qu’en fermentation batch.
Cependant, le pompage du milieu fermenté dans le systeme de filtration causerait un stress
pour les cellules se traduisant par une perte d’activité [29].

I1.3.1.3. L’inclusion dans une matrice de polyméres :

Ce procédé consiste a inclure des cellules bactériennes dans une matrice poreuse de
polymeéres formée apres gélification [29].

I1.3.2. Le choix de support d’immobilisation :

Il existe différents exigences concernant la nature du support, il ne doit pas étre
toxique et doit montrer des propriétés physiques et chimiques favorisant 1’immobilisation
[20].

Un choix judicieux de support inerte et non toxique ne nécessitant pas d’agent
chimique pour 1’adsorption permet une immobilisation dans des conditions douces résultant
en une viabilité élevée des cellules immobilisées.

La matrice d’immobilisation idéale doit favoriser 1’adhésion des substances bioactives,
empécher les bactéries de se déloger, et permettre le flux d’échange avec 1I’environnement et
de passage de nutriment, de 1’oxygene ainsi les sous produit [20].

I1.3.2.1. Alginate de sodium :



11.3.2.1.1. Origine :

Les alginates sont une famille de polymeres extraits d’algues brunes (classe des
Phaeophyceae). Les variétés d’algues brunes communément utilisées pour I’extraction
d’alginate sont les variétés Laminaria hyperborea, Macrocystis pyrifera et Ascophyllum
nodosum. Leur préparation pour un usage alimentaire inclus un controle des ions qu’ils
contiennent. Dans le milieu naturel, il s’agit d’un mélange des ions Na', K", Ca* [30].

La figure 4 montre les étapes de 1’extraction de 1’alginate.
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Figure 4 : Technique d’extraction de I’alginate [28].

I1.3.2.1.2.Nature chimique :

L’alginate de sodium est un polymeére (longues molécules formées en attachant un
grand nombre d’une ou plusieurs petites molécules 1’'une aprés 1’autre) constitué¢ de deux
types de carbohydrates : M et G sur le schéma ci-dessous (figure 5) (c’est a dire des sucres, au
sens ou la chimie I’entend, qui n’est pas juste celui du sucre de table) [31].

Ce polymere est accompagné d’ions sodium. Lorsque les ions calcium sont ajoutés,
les molécules de polymere vont s’enrouler autour des ions calciums, pour former un gel
(figure 5) [31].

La taille des billes influence également ’activité de la biomasse immobilisée. Des
billes d’un plus petit diamétre améliorent les transferts de masse d’ou une plus grande
biomasse et une plus forte productivité mais leur structure se dégrade facilement sous I’action
du développement cellulaire au centre des billes et elles ne facilitent pas leur séparation du
milieu de culture. Un diamétre compris entre 1 a 2 mm représente un compromis sélectionné
par plusieurs auteurs [30].
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Figure 5 : Mécanisme de formation d’un gel par interaction entre les ions calcium et alginate
de sodium [31].

I1.3.3. Avantages et inconvénients des cellules libres et immobilisées :



Avantages et inconvénients des cellules libres et immobilisées sont représentés dans le tableau
let2 [28,29].

Tableau 1 : Avantages et inconvénients des cellules libres.

Cellules libres
Avantages Inconvénients
e Forte prolifération cellulaire. e Inhibition par le substrat et la toxicité
e Contacte direct avec le polluant. pour les micro-organismes par des

contraintes diffusionnelles.

e Pas de protection cellulaire contre des
conditions environnementales
défavorables.

e Cout élevé d’application.

e Nécessite de suivi des parametres
environnementaux.

e Problémes de la concentration des micro-
organismes.

Tableau 2 : Avantages et inconvénients des cellules immobilisées.



Cellules immobilisées

Avantages

Inconvénients

*Productivité augmentée a cause d’une
densité de biomasse plus élevée.

* Lavage de la biomasse du réacteur
empéché pendant la fermentation continue,
méme avec un taux de dilution élevé.

» Stabilit¢é biologique et physique des
cellules plus ¢élevée en raison de la
protection par le support.

* Découplage de la croissance et de la
production de métabolites.

 Colit réduit pour le traitement en aval du
milieu

* Rendements plus ¢levés pour la
production de métabolites secondaires

» Rétention ¢élevée des plasmides chez les
cellules qui en possedent
effets

* Protection contre certains

inhibiteurs dans le milieu

* Susceptibilité diminuée contre l'attaque
des phages et des contaminants

* Cellules peuvent se séparer du support et
ainsi contaminer le produit

» Stabilit¢ mécanique et chimique de certains
supports peut étre insuffisante (cisaillement,
dissolution, décomposition par le produit)

* Prolifération cellulaire peut détruire la
matrice du support et les cellules se libérent
par la suite

* Limitations de diffusion peuvent restreindre
la bioconversion

* Nécessite d'ajouter une étape de production
des cultures immobilisées au procédé

» Nécessite d'entreposer les cellules ou de
prévenir leur mortalit¢ lors des périodes
d'arrét de production

I'assainissement du
contaminations se

* Complexit¢ de
bioréacteur si des
produisent.
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Cette ¢étude a été réalisée au laboratoire de I’écosysteme aquatique d’analyses
physicochimiques et bactériologiques au Centre National de Recherche et de Développement
de la Péche et de I’ Aquaculture (CNRDPA) de Bou-Ismail (wilaya de Tipaza).

Elle a pour but de contribuer a évaluer I’aptitude de la biodégradation des
Streptomyces, connues par leur multiple potentiel de production enzymatique (kératinase et
peroxydases) vis-a-vis des hydrocarbures en vue d’une application en biodépollution des sites
contamings [32,33].

II1.1. Isolement des actinomycetes :

Les actinomycetes ont été isolés a partir du sol de la surface (10 — 20 cm) de trois
échantillons appartenant aux différents types du sol de la Mitidja (vertisols a Meftah, sols
humides a Boufarik et sols rouges méditerranéens a Hadjout).

Ces souches ont ¢été identifiées par les méthodes de biotypage (API ZYM) et de
séquengage de I’ARN 16S. Ces souches appartiennent aux especes Streptomyces sp souche
AB1, Streptomyces sp souche AH4 et Streptomyces sp souche AM2 [1,3].

II1.1.1. isolement :

L’étape de la purification des cultures, nous permet d’obtenir des cultures pures a
partir des différentes souches obtenues apres trois jours d’incubation. Un échantillon de
chaque type de colonie est prélevé ensuite purifié par repiquage dans le milieu ISP9, sa
composition (g/1) est la suivante :

Glucose (SIGMA 99,5%) 10g
(NHy)> SO4 (E.MERCK) 2.64g
KH; POy (Panreac) 238¢g
K,;HPO43H;0 (Riedel-de Haen) 5.65¢
MgSO4 TH,0O lg

1 ml de solution des éléments traces.

Préparation de la solution des éléments traces préparée dans 1 litre d’eau distillée :

CuSO4 5H,O 0.64¢
FeSO4.7H,O 0.11¢g
MnCl,.4H,0O 079 ¢g
ZnS04.7H,0 0.15 g



II11.1.2. Conservation des souches isolées :

Les souches isolées sont conservées a 4°C dans des boites de Pétri contenant le milieu
ISP9 pour une durée de 3 a 5 semaines.

I11.2. Biodégradation de I’anthracéne par des souches libres :

Pour étudier la capacité de la dégradation de l'anthracéne par les Streptomyces (ABI,
AH4 et AM2), et pour connaitre les conditions optimales qui permettent un taux de
dégradation ¢€levé, nous avons varié quelques parametres tels que : la température, la
concentration de I’anthracene et la souche.

I11.2.1. Le choix de ’hydrocarbure « Poly Aromatique » (Anthracéne) :

L’anthracéne est un HAP a trois cycles benzéniques (figure 6). Dans les conditions
ambiantes habituelles, il est solide cristallis¢é sous forme de feuillets, appelé aussi
paranaphtaléne anthracine.

Il est fabriqué a partir de la distillation des goudrons de charbon qui permet d’obtenir
de I’huile d’anthracéne riche en anthracéne dans la fraction correspondant a des températures
d’ébullition comprises entre 300 et 360 °C [20]. L’utilisation large de 1’anthracéne dans
I’industrie, et de la multiplicit¢ de ses sources anthropiques ainsi de leur toxicité, rend
I’anthracéne trés rejeté dans I’environnement, a cet effet nous avons choisi 1’anthracéne
comme le modele de la dégradation par les microorganismes, les propriétés de 1’anthracéne
sont représentées dans le tableau 4 dans I’annexe .

(b)

Figure 6 : la structure chimique de I’anthracéne : (a) la structure plane et (b) structure dans
I’espace.



I11.2.2. Préadaptation des souches sur I’anthracéne :

Nous avons préparé au préalable une pré culture, en utilisant deux sources de
carbones: le glucose et I’anthracéne, ceci permettre une préadaptation de la souche au substrat
a dégrader (réduire la phase de latence) et I’obtention de maximum de biomasse.

La culture est réalisée sur un milieu ISP9 (liquide et solide) :

e Les souches sont ensemencées dans des erlenmeyers de 250 ml contenant 100 ml du
milieu ISP9 liquide au quel nous avons ajouté le glucose (1g/l) et 1’anthracéne
(100mg/l). Les pré cultures sont alors incubées a 30 °C pendant 72 heures, a
I’obscurité et sous une agitation (150 rpm/min).

e Les souches sont aussi ensemences sur milieu ISP9 solide coulé dans des biotes de
Pétri et incubées a 30 °C pendant 72 heures.

L’augmentation de la biomasse microbienne accompagnant la croissance de la population
de microorganisme entraine le trouble du milieu de culture qui peut étre observée sur le milieu
solide et liquide

I11.2.3. Etude de la biodégradabilité de ’anthracéne :

L’¢tude de la capacité de la dégradation de 1’anthracéne par les Streptomyces sont
réalisées par leur mise en culture sur le milieu ISP9 liquide pauvre en substrat conventionnel
tel que le glucose (1% = 0.1g/l) avec I’anthracéene comme la seule source de carbone et
d’énergie.

I11.2.4. Etude des conditions optimales (température, concentration de ’anthracene et
de la souche) :

Les souches (AB1, AH4 et AM2) pré adaptées sont inoculées dans des Erlenmeyers de
250 ml, remplit de 100 ml de milieu ISP9 pauvre en glucose (0,1 g/l) stérile plus I’anthracéne
de différentes concentrations : 0,0225 mg/l, 0,05 mg/l, 0,5 mg/l (voir tableau 3) qui est déja
dissouts dans le diméthyle formamide (DMF) avant 1’ajouter dans le milieu.
Le pH est ajusté a 7,2 par I’ajout de quelques goutes de NaOH.

L’incubation est faite sous agitation rotative en raison de 150 tr/min et ceci a
différentes températures (20, 30, et 40 °C) (voir tableau 2).

Afin d’estimer ’optimum de la température, de la concentration, et la sélection de la
souche, nous avons mesuré le pourcentage de la réduction (%R) de D’anthraceéne par
I’estimation de 1’Absorbance a 254 nm et le pH. Les prélévements sont effectués stérilement
chaque 4 jour tout au long de la croissance.

La variation du pH de milieu de culture au cours de I’incubation est mesurée a ’aide
d’un pH-métre (de marque HANNA pH 211) préalablement étalonné.



Le pourcentage de la réduction de I’ANT (%R) a été mesuré par ’absorbance a une
longueur d’onde de 254 nm au moyen d’un spectrophotométre UV — visible (de marque
JENWAY) en utilisant la formule suivante :

(Abs0O — Absf )
Lo — -
R %a Abs0 100

Tableau 3 : variation des parameétres

AB1 AH4 AM?2
Concentration (mg.l") Température °C
0,0225 20 30 40 20 30 40 20 30 40
0,05 20 30 40 20 30 40 20 30 40
0,5 20 30 40 20 30 40 20 30 40

Cette partie nous permettra d’appliquer la biodégradation de 1’anthracéne dans les conditions
optimales de température et de concentration en utilisant la souche la plus performante.

I11.2.5. Mise en ceuvre de la biodégradation :

Cette étape concerne la culture de la souche AH4 en présence de 1’anthracéne comme
la seule source de carbone et d’énergie.

De la méme fagon que précédemment une préculture précede la culture bactérienne, ou
deux sources de carbone ont ¢été utilisées : le glucose et I’anthracéne. Les précultures sont
alors incubées a 30 °C pendant 72 h a I’obscurité et sous une agitation de 150 rpm.

La biomasse de la préculture est ajoutée au milieu de culture pauvre contenant
I’anthracéne a une concentration de 0,05 mg/l, incubé a 30 °C a I’obscurité et sous une
agitation continue de 150 rpm.

Des prélévements de 15 ml des cultures sont prises chaque jour dans des conditions
stériles, utilisés pour la mesure du pH et de I’absorbance afin de suivre la cinétique de la
biodégradation, et pour qu’on peut calculer le taux de réduction du substrat (anthracéne).




I11.2.6. Mise en évidence des métabolites de la biodégradabilité de ’anthracéne :

Les analyses par Chromatographie Liquide a Haute Performance (CLHP) ont été faite
uniquement pour les prélévements d’une souche la plus performante. Afin de la mise en
¢vidence des produits générés apres dégradation

Les produits générés de dégradation formés dans le milieu sont détectés par CLHP que
sont basées sur la séparation analytique des molécules d'un composé ou d'un mélange de
composés. Une colonne analytique a phase inverse de type RP-C18, de dimensions 4,6x125
mm et de porosité Sum est utilisée. La solution a analyser dont le volume d’injection est fixée
a 20 pl. L’¢éluant est constitué d’acétonitrile et de 1'eau bi-distillée a 0,65/ 0,35 (V/V). Le débit
d’éluant est fixé 2 0,9 ml.min™. La détection des produits en sortie de colonne est réalisée a
I’aide d’un détecteur UV-visible.

- Traitement de I’échantillon :

Des volumes de 15 ml des cultures des souches sont prélevés dans des conditions
stériles a partir des cultures, puis filtré sous vide sur un filtre wattman de porosité (0,45 um)
pour une ¢limination compléte de la biomasse.

Une extraction des HAP résiduels est effectuée par extraction liquide /liquide avec un
solvant organique le hexane (50/50%, V/V), avec une agitation par vortex de 2 a 5 minute. On
laisse reposer 1’échantillon pendant 24 h, en suite la phase organique est récupérée puis
analysée par chromatographie avec des conditions bien précises.

I11.3. Biodégradation de I’anthracéne par des souches immobilisées :
II1.3.1. préparation des cellules immobilisées :

Le protocole utilisé dans cette partie est rapporté selon les étapes ci-dessous (figure7) [34] :
1. Stériliser tout le matériel.

2. Préparation de gel d’alginate de sodium 3% [34].

3. Préparation de la solution de CaCl, (0,2M) [30].

4. On rajoute 1ml de préculture qui contient 0,05 mg d’anthracéne a 1’alginate stérile avec
agitation dans des conditions stériles.

5. Le mélange est extrudé goute a goute a travers une ampoule graduée stérile dans un
erlenmyer contenant la solution de CaCl, (0,2M) stérile, 1’agitation se fait au fur et a mesure
(figure (b)).

6. La formation des billes se fait lors de contacte entre les gouttelettes du gel d’alginate de
sodium et le CaCl, (figure (c)).



7. Les billes formées munies de la bactérie AH4 doivent étre bien rincées plusieurs fois avec
le NaCl (0,9) pour enlever ’excés des ions Ca" et les cellules non capturées (figure (d)).

8. Peser 4g des billes et les mettre dans les flacons contenant le milieu de dégradation qui est
le I’eau distillée stérile avec 1’anthracéne (figure (f)).

9. Incuber a 30°C plus agitation.



Figure 7 : les étapes de la réalisation de la biodégradation immobilisée.



II1.3.2 suivi de la dégradation :

Nous avons suivi la dégradation de I’anthracéne par des cellules immobilisées en
fonction de temps, en mesurant 1I’absorbance du milieu de culture (a 254 nm) chaque jour.
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IV.1. Biodégradation de ’anthracene par des souches libres :
IV.1.1. Préadaptation des souches sur I’anthracéne :

D’apres les figures 8, 9 et 10, nous pouvons évaluer la croissance des Streptomyces (ABI1,
AH4 et AM2) sur deux milieux :

1. Premiérement :

Milieu ISP9 idéal riche en source du glucose : Apres trois jours d’incubation a
30 °C, nous avons constaté une bonne croissance des souches sur le milieu ISP9 solide
idéal dont les colonies ont une couleur blanche crémé (figure 8).

Figure 8 : la croissance des souches sur le milieu ISP9 solide idéal (riche en glucose )

2. Deuxiémement :

Le milieu pauvre en source du glucose additionné de 100 mg/1 de 1’anthracéne
comme seule source de carbone et d’énergie. Une faible croissance a été observée sur
milieu ISP9 solide a base de I’anthracéne (figure 9), nous avons constaté une zone
d’inhibition de la croissance des souches AB1, AH4 et AM2



Figure 9 : la croissance des souches sur le milieu ISP9 solide a base de I’anthracéne

La faible croissance sur milieu solide peut étre due a 1'hétérogénéité de la distribution
de I’anthracéne et des microorganismes dans le milieu qui constitue un frein pour la
croissance car la distribution des polluants dans le milieu est un facteur limitant.

Si les polluants ne sont pas distribués de maniere uniforme, certaines zones peuvent
exhiber des concentrations trop ¢€levées et inhibitrices et d'autres des concentrations trop
faibles pour que les polluants soient biodisponibles et les cinétiques de biodégradation
suffisantes [21]. Aussi peut étre a cause de faible interaction car le contact polluant-organisme
ou polluant-molécule biologique est impératif pour que la biotransformation ait lieu.

Par contre, la figure (10) montre la croissance des Streptomyces sur milieu liquide
ISP9 a base de I’anthracene (1 g/l du glucose et 100 mg/1 anthracéne), on a obtenue une bonne
croissance sous une agitation continue qui assure 1’homogénéité et la distribution de
I’anthracéne et la souche dans le milieu, donc une forte interaction entre la source du carbone
et les microorganismes [21].



iomasses

Figure 10 : La croissance des Streptomyces sur milieu liquide ISP9 a base de
I’anthracéne.

IV.1.2. Optimisation des parametres de la biodégradation

Pour bien comprendre les effets des paramétres physiques sur le mécanisme de la
biodégradation par les trois souches sélectionnées, nous avons enrichis notre travail par des
variations de quelques parameétres qui sont €lucidés dans des autres études précédentes tels
que la température et la concentration d’HAP qui est un facteur limitant pour la croissance
bactérienne. Durant tout le travail le pH du milieu de culture avant I’ensemencement est ajusté
a7,2.

IV.1.2.1. Influence de la température

Les résultats de l'influence de la température sur le comportement des souches et la capacité
de la dégradation de I'anthracéne sont représentés graphiquement sur la figure 11.
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Figure 11: I’influence de la température sur la biodégradation de 1’anthracéne par des souches
libre.

Apres 8 jours d’incubation a des températures différentes il apparait que la
température 30 °C est la plus favorable pour les trois souches AB1, AH4 et AM2 ou
I’anthracéne résiduel est 12, 20,5 et 27,5 % respectivement, et c’est presque les mémes
pourcentages pour les deux souches AB1 et AH4 a 20 °C, mais la quantit¢ de 1’anthracéne
restante par la souche AM?2 et a la température 40 °C est trés grande.

Donc, la température joue un réle important voire majeur sur certaines propriétés des
HAP comme leur solubilité¢ et leur volatilit¢ [21]. Elle influence la biodégradation par
I’augmentation de [’activité microbienne et la solubilit¢ de HAP et par conséquent la
disponibilité biologique de HAP [35].

D'apres Soltani [8], la diminution de la température est généralement accompagnée par
une diminution de la vitesse de la biodégradation qui peut étre expliquée par une décroissance
de Tactivit¢ enzymatique. L’augmentation de la température permet en général une
augmentation de la vitesse des réactions enzymatiques jusqu’a une température optimale.
Plus la température augmente, plus la solubilité et la volatilité¢ augmentent [8, 21,36].



Nos résultats sont en accord avec ceux signalés dans plusieurs travaux [8, 37,38], le
maximum de 1’activité métabolique des microorganismes est généralement observé a une
température comprise entre 20 et 40 °C. Au dela de la température optimale de croissance et
de biodégradation on assiste a une augmentation de la toxicité des hydrocarbures et une
diminution de I’activité métabolique.

1V.1.2.2. Influence de la concentration du substrat et la sélection de la souche :

L’expérience a ¢été faite pour les trois souches en variant la concentration de
I’anthraceéne 0,0225, 0,05 et 0,5 mg/1 sous l'effet des souches.
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Figure 12 : Influence de la concentration de I’anthracéne.

D’apres la figure 12 qui représente 1’effet de la concentration de I’anthracéne et des
souches au bout de 8™ jour d’incubation.

Une bonne activit¢ de la dégradation a été remarquée chez AH4 ou l'anthracéne
résiduel estimé a 0,0225 mg/l et 0,05 mg/l atteint 33% et 32 % (au bout de 8 jours
d’incubation) respectivement, et chez la souche AB1 qui est trés important aussi a 0,05 mg/1
et 0,5 mg/l1 (35% et 40% de I'anthracéne résiduel, respectivement).



L’¢limination de l'anthracéne par la souche AM2 était importante arrivant autour de

25% et 37% dans les deux concentrations de I'anthracéne 0,05 et 0,5 mg/1.

D’apreés ces résultats, nous avons conclus que :

1.

Les trois souches peuvent dégrader le plus rapidement la concentration 0,05 mg/I et la
quantité restante est inferieur a la moiti¢ de la quantité initiale, donc 1’anthracéne
disparaisse plus rapidement pour la concentration de 0,05 mg/l qui représente la
concentration de la solubilité, ou la totalit¢ du substrat est dissoute, donc la
concentration est suffisante pour rendre le polluant disponible aux microorganismes,
ceci permet une bonne élimination.

Par contre la concentration 0,0225 mg/l, ¢’est une concentration faible et peut étre
considérer insuffisante pour pouvoir étre "transformée", la substance doit
impérativement étre accessible aux microorganismes.

Donc de faibles concentrations en polluants réduisent leur biodisponibilité d’ou la
vitesse de biodégradation baisse avec la concentration en polluants [21, 36, 38].

Pour la concentration 0,5 mg/l, nous observons que 1’élimination de 1’anthracéne est
bonne avec AM2 et AB1. Mais une faible dégradation chez la souche AH4, et cela
peut étre due a la concentration forte de I’anthracéne qui peut engendrer des problemes
de toxicité, sachant que les composés xénobiotiques peuvent provoquer des
ralentissements de croissance de la microflore voire une inhibition compléte méme a
des concentrations relativement basses [21].

Le pourcentage et la rapidité de la réduction ainsi que 1’origine de la souche ont permis

sélectionner une souche performante qui dégrade efficacement l'anthracéne. Donc, la souche
AH4 a été sélectionnée pour la poursuite de 1'é¢tude qui porte sur le mode d’utilisation de
l'anthracéne (a 0,05 mg/l) comme étant une source de carbone.

IV.1.3. Mise en ceuvre de la biodégradation :

Nous avons appliqué la biodégradation de 1’anthracéne dans les conditions optimales de
température (30 °C) et de concentration (0,05 mg.l") en utilisant la souche AH4, et nous avons
suivi la cinétique de dégradation et le pH du milieu.

IV.1.3.1. Cinétique de la dégradation :

La cinétique de la dégradation de I’anthracéne par la souche AH4 représente sur la figure 13
suivante :



80

60 e
50

40

30 —AH4

% Réduction

20

10

] 1 2 3 4 5

temps(jours)

Figure 13 : La cinétique de la dégradation de I’anthracéne (0,05mg/1) par la souche AH4 a 30
°C sous I’agitation (150 rpm)

La courbe de la cinétique de la biodégradation de l'anthracéne montre une faible
vitesse d'¢limination de 1’anthracéne dans le premier jour d'incubation poursuit jusqu’au
deuxiéme jour ou nous avons estimé un bon démarrage de dégradation.

Le pourcentage de réduction n'a pas dépassé le 20% au premier jour (phase de latence) et 60%
au deuxiéme jour.

Par ailleurs, nous constatons une augmentation progressive a partir du troisiéme jour
jusqu’a la fin de I’incubation, il atteint 70%. La souche a une forte activité, qu'elles alternent
leur aptitude a la biodégradation de 1’anthracéne comme seule source de carbone et d’énergie.

Nous pouvons dire que la limite de la dégradation de 1’anthracéne par la souche AH4
est due au contact direct du substrat avec les cellules bactérienne peut causer dans un premier
temps une diminution de I’activité bactérienne [20,28].

En raison de la toxicité de 1’anthracéne pour les microorganismes, et parce qu’il n’est
pas le nutriment essentiel pour leur croissance, donc les microorganismes exigent une période
de latence dans l'environnement contaminé par ’HAP [37].



IV.1.3.2. Variation du pH :

La figure 14 ci-dessous représente la variation du pH de milieu de dégradation de I’anthracéne
par la souche AH4.
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Figure 14: La variation du pH de milieu de culture de la souche AH4 a 0,005 mg/1
d’anthracéne et a 30 °C

D’apres la figure 14, on observe que le changement de pH est dans la gamme de 7,09 a
7.25. Ce changement de pH peut étre expliqué que la souche avait utilisé¢ le substrat
(anthracéne) et avait rapporté quelques produits ayant un caractere alcalin [20,37].

Selon Ballerin cité dans le mémoire de Souad chibi [39], le pH du milieu peut affecter
I’activité microbienne. La plupart des microorganismes sont capables de se développer dans
un intervalle de pH allant de 5 4 9, avec un optimum se situant aux alentours de 7 [21].

Et d’apres Dibble et Bartha [40] et Hambrick et al. [41] qui ont trouvé une dégradation
plus ¢élevé des HC dans des conditions Iégerement basiques. En résumé, les valeurs de pH que
nous avons relevé restent bien incluses dans cet intervalle donné.

Les Streptomyces posseédent de caractéristiques résistantes, elles peuvent survivre et croitre
sur pH neutre et peu alcalin [9,26].



IV.4. Génération des métabolites de dégradation :

La mise en évidence de produits générés lors de la dégradation de I’anthracéne a été
détectée par CLHP. Le milieu utilis¢ pour I’analyse était a la fin du quatriéme jour
d'incubation. Les spectres obtenus sont donnés dans les figures 15.

En comparant les spectres d'un échantillon de 1’anthracéne issu d'une culture témoin
(non ensemenc¢) avec celle contenant ’anthracéne en présence de la souche AH4. Nous
pouvons obtenir une diminution importante de la concentration de I’anthracéne et la formation
des sous produits.

Au temps zéro, le temps de rétention a été¢ 4,189 min pour 1’échantillon qui contient
que I’anthracene et le solvant (hexane : tR=1,118) sans les souches, apres 4 jour d’incubation
a 30°C, on a remarqué que la surface de pic de I’anthracéne est s’annulée, ce qui signifie que
la concentration du I’anthracéne dans le milieu de culture est devenue faible ou indétectable,
avec I’apparition des nouveaux pics (trl= 2,824 , tr2= 3,8) qui représentent les sous produit
de biodégradation.

Les deux analyses faites par UV-visible et HPLC ont révélé la diminution de la
concentration de I’anthracéne en présence de la souche bactérienne. La bonne croissance de la
souche testée lice a la diminution de la concentration du I’anthracéne a confirmé la
dégradation de ce dernier.
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IV.2. Biodégradation par des cellules immobilisées :

IV.2.1. Cinétique de la biodégradation :
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Figure 16 : La cinétique de la dégradation de I’anthracéne (0.05mg/1) par la souche
AH4 libre et immobilisée

En comparant les deux courbes (figure 16), nous pouvons dire que le phénoméne de
dégradation de I’anthracéne par les cellules immobilisées est faible par rapport a celui des
cellules libres. La souche AH4 4 I'état libre est apte a dégrader 1’anthracéne jusqu’a 70% du
substrat initial contrairement aux cellules immobilisées qui n’ont pas dépassé 42 % de
réduction.

Une faible dégradation de I’anthracéne par des cellules immobilisée peut étre due :

« Les capsules d’alginate ne contiennent pas la méme quantité¢ des cellules, (cela veut
dire, qu’il existe dans le milieu des capsules qui contiennent que d’alginate donc des
billes désactivées et elle ne dégrade pas le substrat).
ou parce que la taille des billes n’est pas optimisée , car la taille des billes influence
¢galement ’activité de la biomasse immobilisée. Des billes d’un plus petit diamétre
améliorent les transferts de masse d’ou une plus grande biomasse et une plus forte
productivité, tel qu'un diametre compris entre 1 2 2 mm représentent un compromis
s¢lectionné par plusieurs auteurs [29].

. Pendant I’expérience on a remarqué I’ouverture de quelques billes d’alginate, selon
Arnaud et al[29,42] le relargage cellulaire des billes de gel s’effectue spontanément
sous I’influence de la croissance bactérienne a la périphérie des billes et des forces de
cisaillement dues a D’agitation mécanique en réduisant I’épaisseur de la couche
périphérique du gel contenant la biomasse active, et aux collisions entre les billes.

« Tous les facteurs tels que le pH, la température, le milieu de culture susceptibles
d’influencer la croissance des cellules agissent également de fagon indirecte sur le



relargage cellulaire [29,42,43]. Pour les cellules libres, on a observé une bonne
dégradation du I’anthracéne jusqu’a le 4™ jour d’incubation, le contact direct entre
les cellules bactériennes et le substrat favorise sa biodégradation (le substrat devient
plus disponible) malgré qu’on a observé une période de latence et une biodégradation
relativement faible, qui est causée par la diminution de 1’activité bactérienne qui peut
étre due a la toxicité de I’anthracéne ainsi de ses métabolites [37].



PERSPECTIVES




Dans le cadre de ce présent travail, nous avons essay¢ d'apporter notre contribution sur
I'étude de la biodégradabilit¢é des Hydrocarbures Polycyclique Aromatiques. Cette
investigation correspond a un sujet relativement récent car peu d'informations sont
disponibles dans la littérature a propos des microorganismes locales d'intérét industriel et
environnemental, en particulier ce qui est en relation avec leurs activités vis-a-vis la
dégradation des Hydrocarbures Poly Aromatiques.

Afin de mener a bien nos travaux, nous avons réalis¢ une ¢tude préliminaire
concernant d’une part, I’aptitude des souches de Streptomyces a dégrader 1’anthracéne, en
¢tudiant I’influence de la température et de la concentration de 1’anthracéne sur la croissance
microbienne.

Et d’autre part, nous avons mesuré la capacité de ces microorganismes a dégrader
I’anthracéne par des cellules libres et immobilisées sur I’alginate du sodium. L'ensemble des
recherches entreprises nous a permis de conclure sur les quatre principaux points suivants :

1) Les cellules libres des Streptomyces ont montré une capacité importante de dégrader
les hydrocarbures aromatiques polycycliques tels que I’anthracene.

2) L’étude de I’influence de température et de la concentration de 1’anthracéne a montré
une influence notable sur la biodégradation avec des optimums a 30 °C pour la
température, et la concentration du I’anthracéne est de 0,05 mg/l, donc nous avons
marqué un taux de biodégradation éleve (70%).

3) Le suivi de I’évolution du pH du milieu de culture au cours de la dégradation, montre
que le milieu est légérement basique. Ce résultat nous a permis de suggérer qu’il y a
une production des sous produits ayant des caractéres alcalins;

4) De plus les résultats de dégradation, par les cellules libres et immobilisées, montrent
que I’anthracéne est un polluant moyennement dégradé par les cellules immobilisées
avec un taux de dégradation de 40% (pendant 4 jours d’incubation).

D’apres ce résultat, on peut dire que les souches de Streptomyces ont la capacité de
dégrader I’anthracéne mais meilleure en présence des cellules libres;

Le travail présenté ici a évidemment une durée limitée et est loin de venir au bout des
problémes envisagés. Sa prolongation devrait nous semble t'il porter sur les points suivants :

e Avoir un taux de dégradation élevé par des cellules immobilisées en optimisant
quelques paramétres (force d’agitation, pH, les diamétres des billes ...).

e [’optimisation des paramétres de traitement (I’ajout de surfactant, enrichissement par
nutriments comme azote, phosphore.... .).

e Les modifications de la structure ainsi que la génération de métabolites devraient étre
approfondies par d'autres techniques analytiques (GC-MS, RMN), afin d'avoir une



idée sur les détails structuraux, les processus et les mécanismes de la biodégradation
de I’anthracene.

Etudier les mécanismes réactionnels de la biodégradation et déterminer les enzymes
responsables de ce phénomene.

Réfléchir sur les dispositifs d’application a grande échelle. Pour cela, la conception
d’un procédé immobilisation serait bien adéquate.
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Matériels utilisés

Spectrophotométre Jenway
6405 UV/VIS

Agitateur magnétique chauffant

Balance

pH métre




IKA" VORTEX

Agitateur vibrant (vortex) bain marie agité
Tableau 4 : propriétés de I’anthracéne

Propriétés chimiques
Formule brute Ci4Hjo [Isoméres

178,2292 + 0,0119 g'mol™

Masse molaire C 94,34 %, H 5.66 %,

Susceptibilité magnétique yar 130,3%x10° cm® mol™
Propriétés physiques

T° fusion 217,5 °C

T° ébullition 340 °C

Solubilité 0,00013 g-1"" (eau,20 °C)

Masse volumique 1,24 g-em™ (solide,20 °C)

T° d'auto-inflammation 538 °C

Point d’éclair 121 °C

Limites d’explosivité dans I’air 0.6 - ? Vol.%

Pression de vapeur saturante a25°C:0,08 Pa




