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Bioélimination de la matiére radioactive

Résumé

Ce mémoire s’inscrit dans le cadre de la problématique croissante de la contamination
radioactive et métallique de I’environnement, principalement due aux activités industrielles et
nucléaires. Face aux limites des méthodes classiques de décontamination, il propose la
bioremédiation fongique comme une alternative écologique et prometteuse. L’étude s’est
focalisée sur la souche Aspergillus niger TBS 33, isolée des racines de palmier dattier, afin
d’évaluer sa radiorésistance et sa capacité a ¢liminer différents polluants. Les résultats
expérimentaux ont mis en évidence, d’une part, une forte tolérance de cette souche aux
irradiations gamma et neutroniques, avec maintien de la viabilité et de la sporulation a des doses
¢levées, et d’autre part, une capacité marquée de biosorption des métaux lourds tels que le
cuivre, le plomb et le cadmium, réduisant efficacement leur concentration en solution. Par
ailleurs, la présence de TBS 33 a entrainé une diminution progressive de la radioactivité dans
des échantillons de fertilisants NPK, suggérant un mécanisme d’adsorption ou de transformation
des radionucléides. Ainsi, Aspergillus niger TBS 33 se révele étre une souche résistante et
polyvalente, offrant un fort potentiel pour des applications en bioremédiation de sites

contaminés.

Mots clés : Contamination radioactive, décontamination, bioremédiation fongique, Aspergillus

niger TBS 33.

Bioelimination of radioactive material

Summery

This study addresses the growing issue of radioactive and heavy metal contamination in the
environment, primarily caused by industrial and nuclear activities. In light of the limitations of
conventional decontamination methods, it explores fungal bioremediation as an ecological and
promising alternative. The study focused on the Aspergillus niger TBS 33 strain, isolated from
date palm roots, to evaluate its radioresistance and its ability to eliminate various pollutants.
Experimental results revealed, on one hand, a high tolerance of this strain to gamma and neutron

irradiation, maintaining viability and sporulation even at high doses, and on the other hand, a



notable capacity for biosorption of heavy metals such as copper, lead, and cadmium, effectively
reducing their concentrations in solution. Furthermore, the presence of TBS 33 led to a gradual
decrease in radioactivity in samples of NPK fertilizers, suggesting a possible mechanism of
adsorption or transformation of radionuclides. Thus, Aspergillus niger TBS 33 proves to be a
resistant and versatile strain, offering strong potential for applications in the bioremediation of

contaminated sites.

Keywords : Radioactive contamination, decontamination, fungal bioremediation, Aspergillus

niger TBS 33.
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Introduction générale

Théme : Bioélimination de la matiére radioactive

Introduction générale

La contamination de I’environnement par les métaux lourds constitue une problématique
environnementale et sanitaire majeure, en raison de leur forte toxicité [1-3], de leur persistance
dans les écosystémes [4-5] et de leur aptitude a s’accumuler le long de la chaine alimentaire [6-
8]. Ces polluants proviennent principalement des activités industrielles, miniéres et agricoles, et
représentent une menace sérieuse pour la santé humaine et animale [9-11]. Parmi ces métaux,
certains sont radioactifs, notamment ceux contenant des radionucléides comme I’uranium et le

plutonium, dont la toxicité est particuliérement élevée [12-14].

La présence de radionucléides dans I’environnement souléve de vives inquiétudes tant
¢écologiques que sanitaires [15]. Cette pollution radioactive peut étre d’origine militaire [16],
médicale [17], industrielle [18-19], ou résulter de déchets, d’essais et d’accidents nucléaires
[20], et engendre des conséquences durables pour les écosystémes et les étres vivants [21]. Les
radionucléides peuvent persister dans 1’environnement pendant plusieurs décennies [22] et se

disséminer dans les sols, les eaux et les organismes vivants [23-25].

Face aux limites des techniques classiques de décontamination incluent des méthodes physiques
comme le décapage, le lavage a haute pression ou I’aspiration, permettant d’enlever les
contaminants présents en surface. Les techniques chimiques utilisent des réactifs pour dissoudre,
précipiter ou échanger les ions radioactifs, comme le lessivage chimique ou I’extraction par
échange d’ions. D’autres approches, comme la vitrification ou I’incinération, exploitent la
chaleur pour immobiliser ou détruire les substances dangereuses. Enfin, des méthodes
mécaniques telles que I’excavation ou le recouvrement permettent de confiner ou d’extraire les
matériaux contaminés. Bien que ces procédés soient efficaces, ils présentent souvent des limites
en termes de colit, d’impact environnemental et de complexité d’application, ce qui justifie la
recherche d’alternatives plus durables comme la bioremédiation [26-28]. Les approches
biologiques, telles que la bioremédiation, apparaissent comme des alternatives prometteuses.
Cette technique repose sur |’utilisation d’organismes vivants capables de dégrader, d’absorber
ou de transformer les polluants [29-32]. Parmi ces organismes, les champignons présentent un

intérét particulier pour 1’¢limination des substances radioactives [33-34]. Leur réseau mycélien
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étendu, leur résistance aux conditions extrémes et leur capacité a interagir avec divers composés

métalliques et radioactifs leur conférent un fort potentiel de biosorption [35-37].

Certaines especes dites radiotrophes, capables d’utiliser les radiations comme source d’énergie,
ont suscité un intérét croissant pour la dépollution des sites contaminés [38]. Ce phénomene a
été observé notamment apreés 1’accident de Tchernobyl en 1986, ou plusieurs espéces de
champignons ont été retrouvées sur les parois du réacteur endommagé [39-41]. Certaines de ces
espéces montraient une croissance stimulée par la radioactivité, grace a la présence de mélanine,
un pigment jouant un rdle protecteur contre les radiations [42-44]. Ces observations ont marqué

un tournant dans 1’étude de la radiorésistance fongique [45].

A partir des années 2000, les recherches se sont intensifiées afin de comprendre les mécanismes
moléculaires impliqués dans la résistance des champignons a la radioactivité et leur aptitude a
accumuler des métaux lourds ou radionuclé€ides [46]. Des travaux en laboratoire ont montré que
certaines especes telles que Aspergillus Niger TBS 33, Penicillium sp et Rhizopus arrhizus
peuvent adsorber des éléments radioactifs comme ’uranium, le césium ou le strontium [47-51].
Apres 'accident nucléaire de Fukushima en 2011, I’intérét pour les solutions biologiques de
décontamination s’est renforcé [52]. Des études ont alors porté sur des especes locales capables
de capter les radionucléides présents dans les sols et les eaux, et des « biomatériaux fongiques

» ont été envisagés pour filtrer les eaux contaminées [53].

Aujourd’hui, certaines expérimentations menées sur des sols simulés ont permis de tester des
champignons comme Pleurotus ostreatus (champignon huitre) pour leur capacité a fixer le
césium-137 et 'uranium [54]. L’utilisation des champignons dans la décontamination
radioactive représente un domaine de recherche innovant et prometteur, intégrable dans des

stratégies de dépollution écologique [55-58].

C’est dans ce contexte que s’inscrit le présent mémoire, dont I’objectif principal est d’étudier
I’effet des irradiations sur des champignons sélectionnés, leur radiorésistance, ainsi que leur
capacité a biosorber ou biodégrader les métaux lourds et radionucléides. Ce travail repose sur
une approche interdisciplinaire, alliant la physique des rayonnements et la biotechnologie

microbienne. Il est le fruit d’une collaboration entre :
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Dr. BELLIL Wafa, enseignante-chercheuse en physique, encadrant I’étudiante HADJERSI
Radia, et Dr. DJELLOUT Hafidha, enseignante-chercheuse en biotechnologie microbienne,
encadrant le binome HADJ MIHOUB SIDI MOUSSA Nesrine et SAADI Zineb Ines.

Cette synergie entre disciplines a permis de combiner des compétences complémentaires,
cruciales pour la réalisation expérimentale du projet. Membre du Laboratoire de Valorisation
des Ressources Agrobiologiques (LVRA) de I’Université Saad Dahlab de Blida, Dr DJELLOUT
a isol¢é ces dernieres années plusieurs souches fongiques a partir des racines du palmier dattier
(Phoenix dactylifera L.) en Algérie. Les souches, identifiées selon des critéres morphologiques,
appartiennent notamment aux genres Aspergillus et Penicillium, référencées respectivement

sous les codes TBS 33 et TCS 34.
Les objectifs de ce mémoire s’articulent autour de trois axes principaux :
1. Etudier les effets des irradiations (rayons gamma et neutrons) sur les souches sélectionnées ;

2. Evaluer la résistance aux métaux lourds et la capacité de dégradation ou d’immobilisation de

ces contaminants ;

3. Explorer I’interaction avec des substances radioactives, afin d’ouvrir la voie a leur utilisation

en bioremédiation des milieux contaminés.
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Chapitre 1 : Enjeux environnementaux et biologiques de I’irradiation : de ’'impact

nucléaire a la radiorésistance
Introduction

L’¢énergie nucléaire représente un pilier majeur de la production énergétique moderne.
Cependant, cette technologie souléve d'importantes préoccupations environnementales,
notamment en raison des effets potentiels des rayonnements ionisants sur les écosystémes et la
santé¢ humaine. L’impact environnemental du nucléaire ne se limite pas aux accidents majeurs,
comme ceux de Tchernobyl ou Fukushima, mais englobe également la gestion des déchets
radioactifs, les émissions de radionucléides, et la contamination des sols et des eaux autour des
sites nucléaires. La connaissance des différents types d’irradiation et ces effets sur la matiére est
essentiel pour évaluer les risques liés aux expositions aigués ou chroniques. Cependant certaines
espéces vivantes présente une certaine radiorésistance ou les effets connus des irradiations
ionisantes ne s’applique pas sur ces organismes. Ce premier chapitre mettre en lumicre les
enjeux écologiques de 1’énergie nucléaire, la nature des irradiations, et les réponses biologiques

extrémes développées par certains étres vivants face a cette contrainte.
I. L’impact de I’énergie nucléaire sur I’environnement

L’¢énergie nucléaire, bien qu’efficace pour produire de I’¢électricité a grande échelle, elle joue un
role fondamental et bénéfique dans un domaine médicale. Grace aux propriétés des
rayonnements ionisants, la médecine nucléaire permet de diagnostiquer et de traiter de
nombreuses maladies, en particulier le cancer. Cette méme énergie nucléaire présente des
risques considérables en cas d'accident. Dans I’histoire, plusieurs catastrophes nucléaires
majeures ont provoqué des dégats irréversibles sur I’environnement et la sant¢ humaine [59].
Ces conséquences ne se limitent pas a un événement ponctuel mais ils laissent une trace
profonde et durable sur le sols, eaux, air, faune et flore peuvent rester contaminés pendant des

générations.

Sur le plan environnemental, la libération massive de substances radioactives contamine

durablement :
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v L’air : Les nuages radioactifs se déplacent avec le vent, contaminant des régions entiéres, méme
loin du site initial (par exemple le nuage de Tchernobyl a touché toute I’Europe). La radioactivité
ne modifie pas le climat global, mais altére durablement la qualité de 1’air local)

v’ Les sols : Les particules radioactives retombent sur les sols aprés 1’explosion ou la fuite. (Le
césium-137 ou le strontium-90) pénétrent dans la terre et y restent actifs pendant des dizaines
d’années. Cette contamination rend 1’agriculture impossible dans certaines zones stérilise des
végétations mutées ou absentes.

v’ Les ressources en eau : Les nappes d’eaux phréatiques, les riviéres et parfois méme les océans
sont contaminés. A Fukushima, de grandes quantités d’eau radioactive ont été rejetées dans le

Pacifique, affectant la faune marine [60-62].

Sur le plan écologiquement, les écosystemes sont gravement perturbés : la faune et la flore subissent
des effets directs de la radioactivité, comme la baisse de la biodiversité, des mutations génétiques
chez certaines especes, et la disparition de nombreuses formes de vie dans les zones les plus touchées.
A Tchernobyl, par exemple, plusieurs espéces animales ont connu des anomalies biologiques et des

troubles de reproduction [60-63].

Sur le plan humain, les conséquences sont tout aussi alarmantes : augmentation significative des
cancers (notamment de la thyroide), malformations congénitales chez les nouveau-nés, maladies
chroniques, sans compter 1’impact psychologique sur les populations évacuées, souvent traumatisées

et déplacées de force [60-64].
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Figure 1 : (A) Réacteur de Tchernobyl et (B) réacteurs de Fukushima Daiichi
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Donc comme conclusion les accidents nucléaires libérent dans I’environnement une grande
quantité de substances radioactives émettant différents types de rayonnements. Chaque type
d’irradiation a des effets spécifiques sur la santé¢ humaine et les écosystémes, en fonction de sa
nature, de son pouvoir de pénétration, et de sa capacité a ioniser la matiere vivante. Dans la
partie suivante on va détailler les types d’irradiation et les effets spécifiques de cette dernicre

sur la matiére.

II.  Les types d’irradiation
L'exposition d’un objet, d’un organisme ou d’une matiére a un rayonnement énergétique émis
par une source naturelle ou artificielle dite « irradiation ». Ce phénomeéne est omniprésent dans
notre environnement, que ce soit sous forme de lumiére solaire, de rayonnements médicaux ou
encore d’émissions issues de substances radioactives. Selon la nature du rayonnement, ses
propriétés physiques et ses effets sur la matiére, on distingue plusieurs types d’irradiation. Les
irradiations peuvent étre classées en deux grandes catégories : les rayonnements
¢lectromagnétiques (comme les rayons X, gamma ou ultraviolets) et les rayonnements

particulaires (comme les particules alpha, béta ou les neutrons) [65-69].
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Figure 2 : Types de rayonnements électromagnétiques [70]

1. Rayonnements électromagnétiques
1.1 Propriétés physiques et effets sur la matiére.

Les rayonnements ¢lectromagnétiques sont des ondes composées d’un champ ¢€lectrique et d’un
champ magnétique oscillant perpendiculairement I’un a I’autre et a la direction de propagation.
Ils se déplacent a la vitesse de la lumiere dans le vide (environ 300 000 km/s) et dont 1’énergie
est proportionnelle a la fréquence : E = h-f (h = constante de Planck). Tel que la fréquence

représente le nombre d’oscillations par seconde (Hz). Comme illustre la figure 2[71,72].

Selon 1’énergie et de la longueur d’onde du rayonnement électromagnétique on définit « Le
pouvoir de pénétration ». Plus un rayonnement est énergétique, plus il peut traverser des
matériaux denses. Les rayons gamma, trés énergétiques et a faible longueur d’onde, possedent
le pouvoir de pénétration le plus élevé : ils peuvent traverser plusieurs centimetres de plomb ou
des dizaines de centimeétres de béton [73,74]. Les rayons X, proches des gammas sur le spectre,
ont également une forte capacité a pénétrer les tissus humains, ce qui explique leur utilisation
en imagerie médicale [75]. En revanche, les ultraviolets (UV), bien qu’énergétiques, sont arrétés
par les couches superficielles de la peau ou par le verre. Enfin, les rayonnements de faible
énergie, comme les infrarouges ou les ondes radio, ont un pouvoir de pénétration trés limité et
ne traversent que des matériaux peu denses. Cette variation du pouvoir de pénétration rend
chaque type de rayonnement €lectromagnétique utile dans des domaines bien spécifiques, mais
aussi plus ou moins dangereux pour la santé selon 1’exposition [76]. Le tableau 1 présent

quelques propriétés des rayonnements :

Tableau 1 : Propriétés des rayonnements ionisants et non ionisants [77]

Type Longueur d’onde Energie des photons | Ionisant
Infrarouge (IR) 700 nm — 1 mm Faible K Non
Lumicére visible 400 — 700 nm Moyenne K Non
Ultraviolet (UV) 10 — 400 nm Moyenne a €levée Partiellement
Rayons X 0.01 — 10 nm Elevée Oui
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Rayons gamma () <0.01 nm Tres élevée Oui

1.2 Effets des rayonnements ionisants sur la matiére

Les rayonnements ionisants exercent des effets variés sur la matiere, influencés par leur nature
physique, leur énergie et leur capacité a ioniser les atomes. Parmi ces rayonnements figurent les
UV, les gamma et les neutrons, qui se distinguent par leurs modes d’interaction avec la maticere.
Les ultraviolets (UV), rayonnements ¢électromagnétiques de faible a moyenne énergie, sont émis
naturellement par le soleil ou produits par certaines sources artificielles, comme les lampes

germicides [78,79].
a. Les Ultraviolet (UV)

Les UV se divisent en trois catégories selon leur longueur d’onde : UV-A, UV-B et UV-C,

chacun ayant des effets distincts sur la maticre et les tissus biologiques.
» UV-A (315-400 nm)

Les UV-A sont les moins énergétiques mais les plus pénétrants. Présents en grande quantité a

la surface terrestre, ils causent des effets cumulatifs a long terme :
e Sur la peau : vieillissement prématuré, perte d’élasticité, altération du collagene.

e Sur les matériaux : photodégradation, décoloration, fragilisation des plastiques.
Ces effets sont accentués par 1’exposition prolongée, d’ou I’usage de revétements anti-

UV [80].
» UV-B (280 - 315 nm)

Plus énergétiques que les UV-A, les UV-B sont partiellement filtrés par 1’ozone, mais ont un

impact plus direct :

e Sur les tissus vivants : 1ésions de I’ADN, mutations, coups de soleil, photokératite,

risques accrus de mélanome.

e Sur les matériaux : dégradation accélérée des plastiques, peintures, textiles exposés au
soleil.

D’ou I’utilisation d’additifs anti-UV dans de nombreux produits industriels [81].
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> UV-C (100 — 280 nm)

Les plus énergétiques et les plus dangereux, les UV-C sont absorbés naturellement par

I’atmosphere. IIs sont toutefois générés artificiellement pour des usages germicides :

e Sur les organismes : destruction de I’ADN/ARN des microbes, mais aussi brilures

cutanées et 1ésions oculaires sévéres chez 1’humain.

e Sur les matériaux : dégradation rapide des plastiques, opacification, fragilisation des

polymeéres et caoutchoucs [82].
b. Les rayons X (RX)

Les rayons X sont une forme de rayonnement électromagnétique de haute énergie, situés entre
les ultraviolets et les rayons gamma dans le spectre ¢lectromagnétique. Les rayons X sont
capables de traverser la matiere, en particulier les tissus mous, ce qui en fait un outil précieux

dans les domaines médical, industriel et scientifique [83].

Produits généralement par des dispositifs appelés tubes a rayons X, ces rayonnements sont
générés lorsque des électrons, accélérés a grande vitesse, frappent une cible métallique.
L’interaction de ces électrons avec les atomes de la cible produit une émission de rayons X par
deux mécanismes principaux : le freinage (rayonnement de freinage ou Bremsstrahlung) et
I’émission caractéristique [84].
Lorsqu’ils interagissent avec la maticre, les rayons X peuvent provoquer des phénomenes
d’ionisation et d’excitation des atomes. Ces interactions modifient les propriétés physiques,
chimiques ou biologiques des matériaux traversés. La profondeur de pénétration et I’intensité
des effets dépendent de 1’énergie des rayons X et de la densité de la maticre.
Les effets des rayons X sur la matiere sont nombreux. Sur le plan physique, ils permettent
I’imagerie et I’analyse des structures internes sans destruction. Sur le plan chimique et
biologique, ils peuvent altérer les molécules, provoquer la formation de radicaux libres,
endommager I’ADN, et, a fortes doses, entrainer des effets nocifs sur les tissus vivants, tels que
des mutations ou des cancers [85].

¢. Les rayons Gamma (Ry) :
Les rayonnements gamma (y) sont des ondes électromagnétiques de trés haute fréquence et
d’énergie élevée, généralement émis par des noyaux radioactifs lors de désintégrations
nucléaires. Contrairement aux particules alpha et béta, les rayons gamma n’ont ni masse ni

9
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charge ¢électrique, ce qui leur confére un fort pouvoir de pénétration et une capacité a traverser

des matériaux denses comme le béton ou le plomb (bien qu’avec atténuation).

Lorsqu’ils interagissent avec la matiere, les rayons gamma ne déposent pas leur énergie

directement de maniére uniforme, mais a travers des processus d’interaction spécifiques. Ces

interactions produisent des effets physiques, chimiques et biologiques importants [86].

Mécanismes d’interaction dans la matiére

Les rayons gamma interagissent principalement avec les électrons des atomes par trois

mécanismes :

Effet photoélectrique : le photon gamma transfere toute son énergie a un électron, qui
est alors éjecté de son atome (ionisation).

Effet Compton : le photon entre en collision avec un électron, lui transmet une partie
de son énergie et continue sa trajectoire avec une énergie réduite.

Création de paires : si ’énergie du photon est supérieure a 1,022 MeV, il peut se

transformer en une paire €lectron-positon lorsqu’il passe a proximité d’un noyau.

Ces interactions peuvent ioniser la matiére, exciter les atomes ou entrainer des transformations

énergétiques dans les matériaux traversés [87,88].

» Effets physiques

Ionisation : production d’ions et d’¢lectrons libres dans les matériaux, ce qui peut
modifier leurs propriétés électriques (effet exploité dans les détecteurs de radiation).
Echauffement : 1’absorption de 1’énergie des rayons gamma peut provoquer un léger
échauffement localis¢, notamment dans des matériaux sensibles.

Défauts cristallins : dans les solides (métaux, céramiques), les rayonnements gamma
peuvent déplacer des atomes de leur réseau cristallin, créant des défauts qui affaiblissent

la structure du matériau [89].

» Effets chimiques

Les rayons gamma peuvent rompre les liaisons chimiques, entrainant :

La formation de radicaux libres, treés réactifs, qui peuvent modifier la composition
chimique des matériaux.

La dégradation ou polymérisation de certains composés organiques ou polymeres.
L’activation chimique ou radiolytique de ’eau, générant des espéces oxydantes (OHe,

H202), responsables d’effets secondaires dans les milieux biologiques [90,91].

10
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> Effets biologiques
Méme s’ils n’ont pas de charge, les rayons gamma peuvent causer des dommages graves aux
tissus vivants par I’ionisation indirecte (via radicaux libres) :

e Dommages a I’ADN, mutations

e Risques de cancers

e Mort cellulaire (effet exploité en radiothérapie) [92,93]
2. Les rayonnements particulaires :

Les rayonnements particulaires sont constitués de particules matérielles se déplacant a grande
vitesse. Contrairement aux rayonnements électromagnétiques (comme les rayons X ou gamma),
ils ont une masse, parfois une charge électrique, et interagissent fortement avec la matiére. Ces
rayonnements proviennent généralement de phénomenes radioactifs, de réactions nucléaires ou
de dispositifs d’accélération de particules [94].

On distingue principalement plusieurs types de rayonnements particulaires : particules alpha

(o), particules béta (p— et B+), protons, neutrons, et ions lourds [95].

Tableau 2: Propriétés des particules [96]

Type de particule Charge | Masse (u.m.a) | Pouvoir pénétrant

Particule alpha (o) +2 4 Tres faible (quelques cm dans 1’air)
Particule béta (B—/p+) +1 (1/1836) Moyen (quelques mm dans les tissus)
Proton +1 1 Moyen

Neutron 0 1 Tres éleveé (pénétre profondément)
Ions lourds +Z Selon Z Faible a moyen

2.1 Effets des rayonnements particulaires sur la matiére

Les rayonnements particulaires, comprenant principalement les particules alpha (o), béta ()
et les neutrons, interagissent avec la matiere selon des mécanismes distincts de ceux des
rayonnements ¢électromagnétiques [97]. Lorsqu’ils atteignent une matiere solide, ces

rayonnements provoquent des effets variables tels que

11
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a) Effets physiques

Ionisation directe : les particules chargées (a, B, protons, ions lourds) interagissent
fortement avec les €lectrons des atomes, provoquant une ionisation intense sur leur
trajectoire [98].

Excitation des atomes, pouvant entrainer des modifications d’état électronique ou des
émissions de lumicre (scintillation) [99].

Dépot d’énergie €levé : en particulier pour les particules alpha et les ions lourds, ce qui
peut endommager les matériaux solides a 1’échelle microscopique [100].

Chauffage localis¢ dans certains milieux (notamment en radiothérapie ou en

microélectronique) [101].

b) Effets chimiques

Rupture de liaisons chimiques : en particulier dans les matériaux organiques ou
biologiques.

Formation de radicaux libres (surtout dans I’eau ou les tissus vivants), ce qui peut
entrainer des réactions chimiques secondaires.

Modification de la structure chimique des polymeres, de I’ADN ou des membranes

cellulaires [102,104].

c¢) Effets sur les matériaux solides

Création de défauts cristallins : par déplacement d’atomes du réseau (surtout par
neutrons ou ions lourds).

Activation nucléaire : certaines particules (notamment les neutrons) peuvent rendre un
matériau radioactif en modifiant ses noyaux.

Dégradation mécanique : fatigue, fragilisation ou gonflement de matériaux irradiés, en

particulier dans les réacteurs nucléaires [105,107].

2.2 Effets des neutrons sur la matiére

Les neutrons sont des particules subatomiques neutres (sans charge électrique) qui possedent

une masse équivalente a celle du proton. En raison de leur neutralité, ils ne subissent pas

d'interactions ¢lectromagnétiques directes avec les électrons des atomes, mais ils

interagissent fortement avec les noyaux atomiques. Ces interactions ont des conséquences

physiques, chimiques et nucléaires importantes sur la matiere [108,109].

12
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» Effets physiques des neutrons sur la matiére

o Déplacement atomique : les neutrons peuvent éjecter des atomes de leur position dans
un cristal — formation de défauts, dislocations, et modifications des propriétés
mécaniques.

o Fragilisation des matériaux : les matériaux exposés a long terme a un flux neutronique
(ex : cuves de réacteurs) deviennent plus cassants.

e (Gonflement des matériaux : accumulation de gaz (hydrogeéne, hélium) issus de
transmutations nucléaires [110,111].

» Effets chimiques et nucléaires

e Transmutation nucléaire : transformation d’un noyau en un autre par capture de

neutrons.

e Activation radioactive : les matériaux exposés aux neutrons peuvent devenir radioactifs

(ex : fer — cobalt-60).

e Formation de produits secondaires toxiques ou instables, ce qui complique le stockage

des matériaux irradiés [112,114].

Les neutrons, bien qu’invisibles et électriquement neutres, ont des effets puissants et
souvent destructeurs sur la matiére. Leur capacité a provoquer des réactions nucléaires, a
modifier la structure des matériaux et a activer des €¢léments en fait un sujet crucial dans
les domaines de 1’énergie nucléaire, de la radioprotection, et des technologies de pointe

[115,116].

Les neutrons sont présents dans de nombreuses situations, notamment dans les réacteurs
nucléaires, les sources radioactives (ex. : californium-252) et dans certains accélérateurs de
particules [117].

2.3 Types d’interaction des neutrons avec la matiére
Les neutrons interagissent principalement par des réactions nucléaires, qui dépendent de leur
énergie (neutrons thermiques, rapides ou rapides relativistes) :
a) Diffusion élastique
e Le neutron entre en collision avec un noyau sans changement de nature du noyau.
e Il perd une partie de son énergie, qui est transférée au noyau sous forme de recul

(échauffement).

13
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o Effet important dans les modérateurs de réacteurs nucléaires (ex : eau, graphite).

b) Diffusion inélastique

e Le neutron excite le noyau qu’il frappe.

e Le noyau libére ensuite I’excédent d’énergie sous forme de rayonnement gamma.

¢) Capture neutronique (réaction (n,y))

e Lenoyau capture un neutron et devient instable : il se transforme en un isotope radioactif.

e Cela conduit a une activation de la matiere (danger pour la radioprotection).

d) Fission induite

e Certains noyaux lourds (comme I’uranium-235) peuvent se scinder en deux fragments,
libérant d'autres neutrons et de 1’énergie.

e Processus fondamental dans la production d’énergie nucléaire [118].
III. La découverte de la radiorésistance chez certaines espéces vivantes

L’étude des effets biologiques de I’irradiation a conduit a des découvertes fascinantes sur la
capacité de certaines espéces a résister a des doses tres élevées de rayonnements ionisants, bien
supérieures a celles tolérées par I’homme. Cette radiorésistance a été observée notamment chez
des bactéries comme Deinococcus radiodurans, surnommée « la bactérie la plus résistante au
monde », capable de survivre a des doses dépassant 5 000 grays, contre environ 5 grays létaux
pour I’étre humain. De méme, certaines especes d’insectes (comme les cafards), d’archées ou
méme de tardigrades présentent une résistance exceptionnelle [119]. Ces organismes possedent
des mécanismes biologiques tres efficaces de réparation de I’ADN, de protection contre les
radicaux libres, et de stabilisation des structures cellulaires aprés irradiation. Ces découvertes
ont non seulement enrichi la compréhension des effets différenciés des rayonnements sur le
vivant, mais ont aussi ouvert la voie a des recherches en biotechnologie, radioprotection et

exploration spatiale, ou la maitrise de la résistance aux radiations est un enjeu clé [120,121].
1. La découverte de la radiorésistance chez les champignons

La découverte de la radiorésistance chez les champignons a ouvert un nouveau champ d’étude
dans le domaine de la biologie des radiations. Cette propriété a ét¢ particulierement mise en
évidence apres 1’accident nucléaire de Tchernobyl (1986), ou des scientifiques ont observé la
croissance inattendue de certaines espeéces de champignons noirs sur les murs fortement irradiés

du réacteur endommagé. Parmi ces especes figurent des champignons mélanisés tels que
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« Cladosporium sphaerospermum » ou « Cryptococcus neoformans ». Ces organismes
possedent une forte concentration de mélanine dans leur paroi cellulaire, un pigment qui jouerait
un role clé dans leur résistance. Il a été¢ proposé que la mélanine n’absorbe pas seulement les
rayonnements ionisants, mais puisse ¢galement convertir 1’énergie des radiations en énergie
chimique, un processus parfois appelé « radiosynthése », analogue a la photosynthese [122]. Ce
phénomene exceptionnel suggeére que certains champignons ne se contentent pas de survivre
dans des environnements hautement radioactifs, mais pourraient méme utiliser cette €nergie
pour croitre. Ces découvertes suscitent un intérét croissant dans les domaines de la
bioremédiation, de la protection contre les radiations, et méme pour la survie dans I’espace, ou
des organismes radiorésistants pourraient étre utiles pour 1’exploration de planétes hostiles

[123,124].

2. L’utilisation des champignons radiorésistants en bioremédiation
Les champignons mélanisés capables de résister a des environnements hautement radioactifs
suscitent un intérét croissant dans le domaine de la bioremédiation, ¢’est-a-dire 1’utilisation
d’organismes vivants pour dépolluer des sites contaminés. Grace a leur capacité a croitre dans
des zones irradiées, comme les zones autour de Tchernobyl ou de Fukushima, ces champignons
peuvent étre utilisés pour absorber, piéger ou transformer des éléments radioactifs. La mélanine
qu’ils produisent joue un réle clé : non seulement elle protege la cellule, mais elle peut aussi
fixer des radionucléides comme I’uranium, le césium ou le strontium, en les liant a sa structure
moléculaire [124,125]. De plus, certains champignons ont la capacité remarquable de
décomposer des substances organiques toxiques présentes dans les sols contaminés, ce qui
contribue a réhabiliter les écosystemes dégradés. Cette action repose sur leur puissant systeme
enzymatique : les champignons sécreétent des enzymes extracellulaires, comme les lignines,
peroxydases et laccases, capables de dégrader des molécules complexes, souvent résistantes a
la biodégradation classique. Parmi ces composés figurent des hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP), des pesticides, des solvants industriels, et méme des plastiques

biodégradables [126,127].

Ces processus sont particulierement efficaces en milieu contaminé, car les champignons peuvent
pénétrer en profondeur dans les substrats solides grace a leur réseau de mycélium, atteignant
ainsi les polluants enfouis. En combinant leur tolérance a des conditions extrémes (acidité,

toxicité, sécheresse) et leur aptitude a transformer chimiquement les polluants, ils participent
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activement a restaurer la biodiversité microbienne du sol, a réduire la toxicité globale de
I’environnement et a favoriser le retour de la flore et de la faune locales [128].

Ces propriétés font des champignons un outil prometteur de mycoremédiation, une branche
spécialisée de la bioremédiation, qui pourrait étre intégrée a grande échelle dans les stratégies
de restauration des zones industrielles, miniéres ou nucléaires contaminées.

Grace a leur résilience extréme, ces champignons représentent une solution écologique, durable
et peu coliteuse pour traiter des environnements ou les méthodes classiques (décontamination
chimique, excavation) sont difficiles, dangereuses ou trés onéreuses. A long terme, la recherche
vise méme a ingénieriser ces champignons pour augmenter leur efficacité, voire les adapter a

des missions spatiales de nettoyage de surfaces irradiées sur la Lune ou Mars [129-132].
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Chapitre 2 : Effets des irradiations sur les champignons

Chapitre 2 : Etude de I’effet des irradiations sur les champignons

Introduction

L’irradiation est une technique largement utilisée dans les domaines de la conservation des
aliments, de la stérilisation biologique et de la recherche en biotechnologie. Elle repose sur
’utilisation de rayonnements ionisants pour induire des modifications génétiques, inhiber la
croissance microbienne ou stériliser des matériaux biologiques.

Parmi les nombreux types de rayonnements, deux catégories sont principalement utilisées :
Les rayonnements électromagnétiques, comme les rayons gamma, sont réputés pour leur fort
pouvoir de pénétration et leur capacité a traverser les tissus biologiques sans produire de chaleur.
Les rayonnements particulaires, tels que les neutrons, interagissent avec la maticre biologique
de maniére a provoquer des cassures dans I’ADN et des mutations profondes, en raison de leur

forte capacité d’ionisation indirecte.

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer la résistance relative des deux souches fongiques
aprés exposition a des doses croissantes de rayonnements gamma et neutroniques, afin

d’identifier celle présentant la plus grande tolérance a I’irradiation.

I. Effet de ’irradiation gamma sur les champignons

1. L’objectif :

L’irradiation gamma, en raison de son fort pouvoir de pénétration, est largement utilisée pour
désinfecter les surfaces, stériliser les matériaux biologiques et inhiber la croissance microbienne.
Chez les champignons, ce type de rayonnement induit principalement des dommages a I’ADN,
tels que des cassures simples et double brin, ainsi que des altérations des bases azotées. Ces
l1ésions peuvent perturber la division cellulaire, inhiber la croissance des mycéliums et affecter

la viabilité des spores.

La sensibilité des champignons a I’irradiation gamma dépend de plusieurs facteurs, notamment
I’espece, le stade de développement, la concentration cellulaire, et les conditions
environnementales (humidité, température, etc.). Aspergillus Niger TBS 33 est connu pour sa
capacité a résister a des doses relativement élevées de rayonnements, tandis que Penicillium sp

présente généralement une tolérance plus faible [133,134].
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L’analyse de la croissance post-irradiation permet ainsi d’estimer la dose 1étale et de comparer

la résilience des deux souches fongiques exposées.

2. Champignons utilisés lors de I’expérience
Deux genres fongiques ont été sélectionnés pour cette étude en raison de leur importance en
microbiologie environnementale et industrielle, ainsi que de leur sensibilité potentielle a
I’irradiation gamma :

o Aspergillus Niger TBS 33
Champignon filamenteux appartenant a la division des Ascomyceétes, largement répandu dans
les environnements riches en matiéres organiques. Il est connu pour sa capacité a produire des
enzymes industrielles, ainsi que pour sa résistance relative a divers stress environnementaux.
Aspergillus TBS 33 a également été associé a la production de mélanine, pigment

potentiellement impliqué dans la protection contre les rayonnements ionisants [135].
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Figure 3 : Aspet de Aspergillus

e Penicillium sp
Genre également classé parmi les Ascomycetes, fréquemment retrouvé dans les sols, denrées
alimentaires et environnements humides. Certaines espéces de Penicillium sont utilisées en

biotechnologie (antibiotiques, enzymes), tandis que d’autres peuvent présenter une sensibilité
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marquée aux agents oxydants. L'espeéce exacte utilisée dans cette expérience n’a pas été

déterminée au niveau moléculaire, mais elle a ét¢ identifiée morphologiquement selon des

criteéres classiques (forme des conidies, aspect du mycélium, croissance sur PDA) [136,137].

Figure 4 : Aspet de Penicillium

3. Matériel et méthodes

Notre expérience a €t€ menée au niveau du laboratoire de mycologie, relevant du département

de Biotechnologie et Agroécologie.

Vortex Autoclave

Figure 5 : Matériels utilisés
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Des champignons frais appartenant a deux espéces fongiques (Aspergillus Niger TBS 33 sous
le code TBS 33 et Penicillium sp avec le code TCS 34). Les souches ont été conservées a 4 °C
dans une chambre froide jusqu’a leur utilisation.

Les inoculations ont été effectuées sur milieu nutritive liquide dans des tubes a essai stériles.

Figure 6 : Champignons utilisés

Figure 7 : Matériel pour le calcul du nombre de spores
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4. Irradiation

Pour procéder a I’irradiation des échantillons, ceux-ci ont été placés dans des tubes a essai
hermétiques, mais perméables aux radiations, afin d’assurer une exposition homogeéne tout
en évitant toute contamination extérieure. Chaque tube a ensuite été irradié¢ avec une dose
gamma spécifique. L’utilisation systématique d’un dosimétre a permis de vérifier la dose
effectivement absorbée par les échantillons, garantissant ainsi la fiabilit¢ et la

reproductibilité des résultats [138,139].

L’irradiation gamma a ¢été réalisée a 1’aide d’une source radioactive standard au sein du
Centre de Recherche Nucléaire d’Alger (CRNA). Chaque condition expérimentale
comprenait un minimum de trois répétitions indépendantes. Les doses appliquées étaient les
suivantes :

e Témoin : non irradié¢ (0 kGy)

e Faible dose : 0,5 kGy

e Dose moyenne : 1,0 kGy

o Haute dose : 2,0 kGy

e Tres haute dose : 5,0 kGy

Cette répartition a permis d’analyser I’effet dose-dépendant de 1’irradiation gamma sur les

caractéristiques biologiques et morphologiques des champignons étudiés.

Apres irradiation, tous les tubes ont été conservés a 4 °C dans des conditions strictement
identiques afin de prévenir toute altération post-traitement. Les échantillons ont ensuite été
incubés dans un incubateur a température contrélée (25-28 °C), et les croissances fongiques

ont été suivies de manicre régulicre.

Le dénombrement des spores a été réalisé a 1’aide d’une cellule de Malassez (méthode
décrite ultérieurement), permettant d’estimer avec précision la concentration sporale dans

les suspensions préparées.

Pour évaluer la viabilité des spores apres irradiation, une croissance des champignons a été
effectuée sur un milieu de culture nutritif, la gélose dextrosée a la pomme de terre (Potato
Dextrose Agar, PDA), préparé a partir d'une infusion de pomme de terre et de dextrose. Ce

milieu a permis d’observer la capacité des spores a germer et a développer un mycélium
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actif. Des observations visuelles ont été réalisées a différents intervalles (0, 7, 15, et 30 jours)

afin d’évaluer l'effet de 1’irradiation sur la viabilité et le développement des spores.

5. Résultats et discussion

a) Observations post-irradiation

Apres Dirradiation, un changement de couleur net a été observé dans tous les tubes contenant
Aspergillus Niger TBS 33, quelle que soit la dose de rayonnement appliquée. Le contenu de ces
tubes a viré au brun foncé, avec une intensification progressive de la couleur a mesure que la
dose augmentait. (Comme illustre la figure 2.4). En revanche, le tube témoin non irradi¢ de
Aspergillus Niger TBS 33 est resté inchangé, conservant un aspect clair. A ’opposé, aucune
modification visuelle n’a été constatée dans les tubes contenant Penicillium sp., y compris a la

dose maximale de 5 kGy ; le tube témoin est également demeuré stable.

Témoin 0.5 kGy 1 kGy 2 kGy 5 kGy

Figure 8 : Observations post-irradiation

Ce comportement différentiel suggére que Aspergillus Niger TBS 33 pourrait activer des
mécanismes de défense spécifiques, notamment la synthése de mélanine, en réponse au stress
oxydatif induit par le rayonnement ionisant [140]. A I’inverse, Penicillium sp semble présenter
une réponse moins marquée, voire une sensibilité accrue a I’irradiation, sans activation visible

de mécanismes protecteurs.
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b) Dénombrement des spores a I’aide de la cellule de Malassez

Le dénombrement des spores a été effectué a 1’aide d’une cellule de Malassez, un dispositif de

comptage microscopique permettant d’estimer la concentration cellulaire dans une suspension.

La cellule comprend une grille gravée de dimensions connues, permettant de calculer le

volume observé sous 1’objectif du microscope.

>

Principe du calcul du nombre de spores a I’aide de la cellule de Malassez

Le dénombrement des spores a été réalisé a I’aide de la cellule de Malassez, selon les étapes

suivantes :
1. Une suspension homogene de spores a d’abord été préparée a partir des échantillons
fongiques cultivés.
2. Une goutte de cette suspension a ensuite été¢ déposée délicatement au centre de la
cellule de Malassez.
3. A I’aide d’un microscope optique, le nombre de spores a été compté dans un nombre
défini de grands carrés de la grille (généralement 10).
4. La moyenne du nombre de spores par grand carré a été calculée.
5. Enfin, cette moyenne a été utilisée dans la formule suivante pour estimer la
concentration sporale dans la suspension :
ML
aV
N : nombre de cellules par unité de volume (spores/ml)

n : nombre total de cellules comptées

a : nombre d’unités de comptage utilisées (grands carrés)

V:

volume d’une unité de comptage (pour la cellule de Malassez, un grand carré = 2,5 %

10 ml)

Fd : facteur de dilution (si la suspension a été diluée)

> Les résultats des calculs

Les résultats des calculs de concentration sporale pour les deux souches fongiques

(Aspergillus Niger TBS 33 et Penicillium sp) en fonction des différentes doses d’irradiation
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sont présentés dans le Tableau 3 Ces résultats permettent d’évaluer l'effet de 1’irradiation

gamma sur la densité sporale de chaque souche.

Les détails des calculs effectués, notamment les valeurs comptées, les moyennes, les volumes

utilisés ainsi que les facteurs de dilution appliqués, sont fournis en Annexe A afin d’assurer la

transparence et la tragabilité¢ des méthodes utilisées.

Tableau 3 : Calculs de concentration sporale (Cellules/ml)

0 kGy 0.5 kGy 01 kGy 02 kGy 05 kGy
TCS 34 1.21x1010° 1.54x 10° 5.44x 1010 5.04x 10° 1.17 x 10°
TBS 33 4,55 x 101° | 2.24x 10° 5.44x 10° 2.20 x 10° | 1.59 x 10°

Ces résultats des calculs de concentration sporale sont présentés sue la figure ci-dessous

doses d'irradiation kGy
w

x 10
L L L L L L L L L
—®— TCS 34
TBS 33
'——-'F r r r r r r r r ﬁ
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5

concentration sporale (Cellules/ml)

Figure 9 : Résultats de calculs de concentration sporale (Cellules/ml)
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> Interprétation des résultats (Tableau 3) :

Les concentrations sporales mesurées en fonction des doses d’irradiation gamma (0, 0.5, 1, 2

et 5 kGy) révelent des tendances distinctes pour les deux souches fongiques testées :

1. Souche Penicillium sp (TCS 34)

A 0 kGy, la concentration sporale est élevée (1,21 x 10° cellules/mL), ce qui correspond
a une croissance normale sans stress.

Une baisse importante est observée a 0,5 kGy (1,54 x 10°), indiquant une sensibilité dés
les faibles doses.

De fagon surprenante, la concentration augmente fortement a 1 kGy (5,44 x 10'?), ce qui
pourrait traduire une réponse adaptative ou une erreur expérimentale.

La concentration diminue de nouveau a 2 kGy (5,04 x 10°) et 5 kGy (1,17 x 10°),

confirmant une inhibition progressive de la sporulation a fortes doses.

2. Souche Aspergillus Niger (TBS 33)

La concentration maximale est observée a 0 kGy (4,55 x 10'° cellules/mL), indiquant un
forte capacité sporale en absence d’irradiation.

Une chute marquée est constatée deés 0,5 kGy (2,24 x 10°), traduisant une sensibilité
initiale.

A 1 kGy, la concentration augmente a 5,44 x 10°, suggérant une certaine tolérance ou
activation partielle.

Aux doses supérieures (2 kGy et 5 kGy), les concentrations restent faibles (=2,20 x 10°
et 1,59 x 10°), traduisant une inhibition partielle mais une résilience plus marquée que

Penicillium.

3. Comparaison entre les deux souches

A toutes les doses (sauf a 1 kGy pour TCS 34), Aspergillus Niger TBS 33 présente une
concentration sporale plus élevée que Penicillium sp, ce qui suggere une meilleure

tolérance globale a I’irradiation gamma.

La réduction de la concentration sporale avec I’augmentation des doses est une tendance

commune, confirmant 1’effet inhibiteur des rayons gamma sur la sporulation.

25



Chapitre 2 : Effets des irradiations sur les champignons

o Lavaleur anormalement élevée observée pour Penicillium a 1 kGy pourrait résulter d’un

phénomene de stimulation transitoire, mais mérite une vérification expérimentale.

Les résultats indiquent que I’irradiation gamma a un effet dose-dépendant sur la sporulation
des deux souches. Toutefois, Aspergillus Niger TBS 33 montre une meilleure résistance aux
doses élevées, ce qui en fait une candidature plus robuste pour des applications en
conditions irradiées, comme la bioremédiation ou la biotechnologie en environnements

extrémes.

Remarque importante
Le dénombrement effectué a 1’aide de la cellule de Malassez fournit le nombre total de spores
présentes dans la suspension, sans distinction entre spores vivantes et mortes. Il s'agit donc d'une

quantification globale.

Pour évaluer la viabilité réelle des spores apres irradiation, une croissance sur milieu nutritif
(PDA) a été réalisée. Cette étape permet de vérifier la capacité des spores a germer et a former
un mycélium actif, ce qui constitue un indicateur direct de leur état physiologique post-

irradiation.

¢) Résultats de la croissance des spores apres irradiation

Les résultats de la croissance des spores apres irradiation gamma sont présentés dans les
tableaux 4, 5, 6 et 7 correspondants respectivement a I’irradiation sur la face avant (recto) et a
I’irradiation sur la face arriere (verso) des boites de Pétri contenant les spores pour les deux

souches.

Les observations ont été faites a différents intervalles de temps (J+7, J+15 et J+30), afin de

suivre 1’évolution de la croissance et du développement mycélien.

Chaque tableau illustre les effets de différentes doses de rayonnement (0, 0.5, 1, 2, 5 kGy) sur
la viabilité des spores des deux souches testées (Aspergillus Niger TBS 33 et Penicillium sp).
Les doses d’irradiation utilisées dans cette étude ont été choisies en se basant sur les données de
la littérature, conformément a la référence [141-149], afin de permettre une comparaison

pertinente des effets du rayonnement sur la viabilité sporale des deux souches.
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Tableau 4 : résultats de la croissance des spores TCS34 apreés irradiation (face avant)

1 semaine

2 semaines

0 kGy

0.5 kGy

1 kGy

2 kGy

5 kGy
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Tableau 5 : Résultats de la croissance des spores aprés TCS 34 irradiation (face arriére)

1 semaine

2 semaines

0 kGy

0.5 kGy

1 kGy

2 kGy

5 kGy
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Tableau 6 : Résultats de la croissance des spores TBS34 aprés irradiation (face avant)

1 semaine

0 kGy

0.5 kGy

1 kGy

2 kGy

2 semaines

5 kGy
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Tableau 7 : résultats de la croissance des spores TBS 33 aprés irradiation (face arriére)

1 semaine

0 kGy

0.5 kGy

2 semaines

1 kGy

2 kGy

5 kGy
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On observe nettement un effet dose-dépendant de I’irradiation gamma sur la viabilité des spores

e La souche Aspergillus Niger TBS 33 montre une tolérance relativement élevée aux
faibles doses, avec une croissance mycélienne bien visible jusqu’a 2,0 kGy, notamment
apres une semaine d’incubation, en condition d’irradiation recto. Fait remarquable, un
développement tardif, bien que faible, a également été détectée a la dose de 5,0 kGy

apres deux semaines, suggérant une capacité partielle de récupération.

« A Dlinverse, la souche Penicillium sp se révéle plus sensible au rayonnement. Une
absence totale de développement est observée dés 1,0 kGy au cours de la premicre
semaine. Toutefois, a 2,0 kGy, un développement retardé a été notée a la deuxiéme
semaine, tandis qu’aucune repousse n’a été enregistrée a 5,0 kGy, méme apres 30 jours.
Aucune croissance n’a été observée pour les spores irradiées a 5,0 kGy confirmant une

perte compléete de viabilité a cette dose.

Ces résultats mettent en évidence une différence de résilience entre les deux souches, avec TBS

33 présentant une meilleure adaptation au stress induit par les rayonnements ionisants.

I1. Effet de ’irradiation neutronique sur les champignons

L'irradiation neutronique, bien que moins courante que l'irradiation gamma, est utilisée dans des
contextes spécifiques pour étudier les effets des rayonnements sur les micro-organismes.

D’apres les résultats obtenus lors des expériences précédentes, TBS 33 s’est révélée étre
particulierement résistante a D’irradiation ionisante. En effet, cette souche a démontré une
capacité remarquable a survivre et a germer méme apres une exposition a des doses élevées de
rayonnement gamma, atteignant jusqu’a 5 kGy. Cette tolérance inhabituelle suggere que cette
espece possede des mécanismes de protection cellulaires efficaces contre les dommages induits
par les rayonnements ionisants, tels que la réparation de I’ADN, ou encore la robustesse de ses

spores.

Dans ce contexte, et afin de mieux comprendre I’étendue de la radiorésistance de cette souche,
nous avons décidé¢ d’¢largir notre ¢tude a un autre type de rayonnement : I’irradiation
neutronique. Contrairement aux rayonnements gamma, les neutrons interagissent
principalement avec les noyaux atomiques et provoquent des effets biologiques différents,

notamment par la génération de particules secondaires et une forte ionisation indirecte. Il est

31



Chapitre 2 : Effets des irradiations sur les champignons

donc pertinent d’évaluer si la résistance observée chez TBS 33 face aux rayons gamma s’étend

¢galement a I’exposition aux neutrons [150].
1. Objectif de I’étude

L’objectif de cette étude est d’évaluer I’impact de I’irradiation neutronique sur la souche
fongique 7BS 33, en analysant ses effets a plusieurs niveaux biologiques. L’étude porte
notamment sur la viabilité des spores apres exposition a différentes doses de rayonnement
neutronique, la croissance mycélienne, ainsi que la capacité de sporulation suite a I’irradiation.
Elle s’intéresse également aux altérations morphologiques observables au microscope, telles
que les modifications de la structure des hyphes et des spores, ainsi qu’a la résistance de la
souche face a divers stress environnementaux post-exposition. A travers ces analyses, cette
recherche vise a mieux comprendre les mécanismes de résistance ou de sensibilit¢ TBS 33 aux
rayonnements neutroniques, dans une perspective appliquée a la biosécurité, a la désinfection
des matériaux ou milieux contaminés, ou encore a la mutagenése dirigée pour la sélection de

souches d’intérét.
2. Matériel et méthodes

L’étude a été menée sur la souche fongique Aspergillus Niger identifiée sous le code TBS 33.
Cette souche a été cultivée sur un milieu PDA (Potato Dextrose Agar), couramment utilisé pour

la croissance des champignons filamenteux en raison de sa richesse en nutriments.

Source d’irradiation neutronique Les entré de la source d’irradiation

Figure 10 : Source d’irradiation neutronique
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Le matériel utilisé comprend des boites de Petri stériles pour les ensemencements, des tubes a essai pour
la préparation des suspensions de spores, des pipettes pour les manipulations aseptiques, ainsi qu’un
microscope optique pour 1’observation des structures morphologiques. L’irradiation neutronique a été
réalisée a I’aide d’une source d’irradiation dédiée permettant un contréle précis du flux de neutrons. Les
cultures ont été incubées a une température constante comprise entre 28 et 30 °C, conditions optimales

pour le développement de Aspergillus Niger TBS 33.
3. Préparation des spores

La préparation des spores 7BS 33 a débuté par la culture du champignon sur un milieu solide
PDA (Potato Dextrose Agar), incubé pendant une durée de 5 a 7 jours a une température de 28

°C, afin de permettre une sporulation optimale.

Une fois la sporulation bien développée, les spores ont été récoltées. La suspension obtenue a
ensuite été homogénéisée et filtrée si nécessaire, puis la concentration des spores a été calculer
a I’aide de la cellule Malassez permettant d’ajuster précisément la densité de la suspension pour

les expérimentations ultérieures.

Figure 11 : Préparation des spores

4. Irradiation neutronique
La suspension de spores 7BS 33, préalablement préparée, a été divisée en plusieurs aliquotes en
vue des traitements par irradiation. L’irradiation neutronique a été effectuée a I’aide d’une
chambre spécialement congue, équipée d’un systéme de flux neutronique contrélé. Cette
chambre comporte différentes zones d’exposition : certaines zones générent un flux neutronique
intense (1000 n/s), tandis que d’autres fournissent un flux modéré. Les aliquotes ont été
exposées dans ces zones pendant une durée fixe de trois jours, afin d’étudier 1’effet du niveau

d’intensité du flux neutronique sur les spores pour une méme période d’exposition.
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Par la suite, ’expérimentation a été poursuivie en maintenant les spores dans la zone a flux
intense, tout en faisant varier la durée d’exposition (3 jours, 6 jours, 10 jours) [151-155], afin
d’analyser I’impact du temps d’irradiation sur les parametres biologiques étudiés et évaluer la
dose-dépendante des effets sur la viabilité et le comportement morpho-physio-logique des

spores.

5. Résultats et discussions

a) Ensemencement post-irradiation

Apres irradiation, un volume de 10 ml de chaque échantillon de spores traité a différentes doses
de rayonnement neutronique a été prélevé et ensemencé de manicre aseptique sur des boites de
Petri contenant du milieu solide PDA (Potato Dextrose Agar). Chaque condition d’irradiation a
¢été testée en double ou en triple pour assurer la reproductibilité¢ des résultats. Les boites ont
ensuite été incubées a une température constante de 28 °C pendant une période de 3 a 7 jours,
afin de permettre I’observation de la croissance mycélienne, le développement des spores et la
sporulation. Cette étape post-irradiation est cruciale pour évaluer I’impact des différentes doses

et conditions de flux neutronique sur la capacité de développement fongique de TBS 33.

Apres 7 jours d’incubation a 28 °C sur milieu PDA, une différence marquée a été observée entre
le témoin non irradié et les échantillons soumis a une irradiation neutronique sous flux intense,
appliquée pendant 3, 6 et 10 jours. Le témoin a présenté une croissance mycélienne dense,
homogene, accompagnée d’une sporulation abondante, traduisant un développement fongique
normal. En revanche, les échantillons irradiés ont montré une croissance réduite, caractérisée
par un diametre de colonie inférieur a celui du témoin, une sporulation diminuée, ainsi que des
modifications morphologiques visibles, telles qu’un mycélium clairsemé ou la présence de
zones décolorées. Ces observations indiquent que 1’exposition prolongée a un flux neutronique
intense exerce un stress important sur TBS 33, compromettant sa croissance et sa capacité de

sporulation. Ces résultats sont illustrés dans le tableau ci-dessous
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Nombre Face avant (recto) Face arriere (verso)
de jours Témoin ‘ Irradié Témoin | Irradié
3

10

Tableau 8: Résultats de la croissance des spores TBS 33 apres irradiation neutronique

b) Evaluation morphologique

L’observation morphologique des cultures 7BS 33 a été réalisée au microscope optique afin de
détecter d’éventuelles altérations structurelles induites par I’irradiation neutronique. Des
prélévements ont €té effectués a partir des colonies développées sur milieu PDA apres
incubation. Les préparations microscopiques ont permis d’examiner plusieurs criteres
morphologiques, notamment la forme et la ramification des hyphes, ainsi que 1’aspect des spores

(taille, forme, régularité).
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Tableau 9 : Observation morphologique des cultures d TBS 33

Témoin Flux intense sous microscope
3 jours
6 jours
10 jours -

Ces observations ont ét¢ comparées entre les échantillons témoins (non irradiés) et ceux soumis
aux rayonnements neutroniques pour des différentes périodes (3, 6 et 10 jours). Toute anomalie,
telle qu’une déformation des spores, une fragmentation des hyphes ou une réduction du diametre
hyphal, a été notée comme indicateur potentiel d’un stress morphogénique 1i¢ a I’exposition
neutronique. Malheureusement, la mauvaise qualit¢é des images obtenues n’a pas permis

d’identifier précisément d’éventuelles anomalies morphologiques. Cette limitation est

principalement due aux performances insuffisantes du microscope utilisé.
c) Evaluation quantitative

La sporulation TBS 33 a été évaluée a la fois de maniére qualitative, par observation visuelle
directe des colonies, et de maniere quantitative, par comptage des spores au microscope optique
a l’aide d’une cellule de Malassez. Cette double approche a permis d’apprécier I’impact de

I’irradiation neutronique sur la capacité sporulant du champignon. Les échantillons irradiés sous
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un flux neutronique intense ont été analysés apres des périodes d’exposition variables (3, 6 et
10 jours). Les résultats obtenus montrent une variation significative du taux de sporulation en
fonction de la durée d’irradiation. Ces données sont illustrées dans le tableau ci-dessous, qui
présente les valeurs moyennes de spores observées par mL, comparées au témoin non irradié,

permettant ainsi d’évaluer 1’effet du stress neutronique sur la reproduction asexuée de la souche.

Tableau 10: Calculs de concentration sporale (Cellules/ml)

Durée d’exposition Témoin (non irradié) Echantillon irradié
3 jours 2,33 x 108 2,15 x 10°
6 jours 4,67 x 108 9,4 x 10®

10 jours 2,4 %108 5,51 x 108

Ces résultats des calculs de concentration sporale sont présentés sue la figure ci-dessous

d) Interprétation du Tableau 10 : Effet de I’irradiation neutronique sur la sporulation

L’étude repose sur une évaluation double (qualitative et quantitative) de la sporulation
d’Aspergillus niger TBS 33 apres exposition a un flux neutronique intense pendant différentes

durées (3, 6 et 10 jours), comparée a des témoins non irradiés.
Analyse des tendances

1. A 3 jours, la sporulation du champignon irradié est presque 10 fois supérieure a celle
du témoin non irradié. Cela suggere un effet de stimulation de la reproduction asexuée

a court terme, potentiellement lié¢ a une réponse adaptative au stress.

2. A 6 jours, bien que Deffet reste positif, la différence est moins marquée (le double
environ), indiquant un affaiblissement de D’effet inducteur du rayonnement

neutronique sur la sporulation avec le temps.

3. A 10 jours, la concentration sporale de I’échantillon irradié est toujours supérieure a
celle du témoin, mais 1’écart est plus réduit. Cela pourrait traduire un début d’inhibition

progressive ou un épuisement des ressources cellulaires dues a I’exposition prolongée.

Ces résultats montrent que I’irradiation neutronique exerce un effet non linéaire sur la

sporulation d’Aspergillus Niger TBS 33. Une stimulation initiale est observée a court terme (3
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jours), suivie d’un ralentissement progressif de cette réponse au fur et a mesure que la durée
d’exposition augmente. Cela suggere que la souche TBS 33 posséde une certaine résilience au
stress neutronique, avec un potentiel d’adaptation a des environnements irradiés, ce qui

pourrait étre exploité dans des contextes de bioremédiation en milieux extrémes.

2,5
—@— concentration Témoin(cellules/ml)

consentration TBS 33 (cellules/ml)

15

consentration (cellules/ml)

0,5
././.___‘/./0\‘\‘\‘\.

0,00 2,00 4,00 Duréseoaout) 8,00 10,00 12,00

Figure 12: Effet neutronique sur la concentration cellulaire

Conclusion de chapitre

Les résultats obtenus mettent en évidence les effets différenciés de I’irradiation gamma et
neutronique sur la sporulation et la viabilité de deux souches fongiques, Penicillium sp. (TCS
34) et Aspergillus Niger (TBS 33), en soulignant leur réponse respective au stress induit par les

rayonnements.
1. Irradiation gamma

o La souche TBS 33 s'est révélée globalement plus tolérante a I’irradiation gamma que

Penicillium sp., avec une sporulation encore détectable a 5 kGy, bien que faible.
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o Enrevanche, Penicillium sp. a présenté une sensibilité accrue, avec une inhibition totale

de la sporulation dés 1 kGy et une absence compléte de croissance a 5 kGy.

e La sporulation suit une tendance dose-dépendante décroissante pour les deux souches,
avec un possible effet stimulant transitoire observé a 1 kGy pour Penicillium sp., qui

nécessite une confirmation expérimentale.

o Ces résultats confirment I’effet inhibiteur croissant du rayonnement gamma sur la
reproduction fongique, tout en mettant en évidence une certaine résilience adaptative de

la souche TBS 33.
2. Irradiation neutronique

e L’exposition a un flux neutronique intense pendant 3, 6 et 10 jours a permis d’évaluer

les réponses morphologiques et fonctionnelles de TBS 33.

e Une stimulation initiale de la sporulation a été observée apres 3 jours d’exposition (=10
fois supérieure au témoin), suivie d une diminution progressive de cet effet avec le temps

(effet réduit a 2x a 6 jours, puis légérement supérieur au témoin a 10 jours).

e Cette évolution suggeére une réponse adaptative temporaire suivie d’un début

d’inhibition, probablement liée a I’épuisement cellulaire ou aux dommages cumulés.

e Morphologiquement, les échantillons irradiés présentent une croissance mycélienne
amoindrie, des anomalies visibles (décoloration, mycélium clairsemé), et une
sporulation réduite, bien que ’analyse fine ait été limitée par la qualité des images

microscopiques.
3. Comparaison et implications

e Dans toutes les conditions testées, TBS 33 a démontré une meilleure capacité de survie,
de récupération et de sporulation que Penicillium sp., ce qui en fait une souche

potentiellement plus adaptée aux environnements soumis a des stress radiatifs.

o Cette résilience relative ouvre des perspectives d’application dans des contextes
extrémes (ex. : bioremédiation en milieu irradi€), tout en soulignant la nécessité d'études
complémentaires, notamment pour vérifier certaines valeurs aberrantes et explorer les

mécanismes moléculaires de tolérance.
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Chapitre 3 : Dégradation des métaux lourds

Introduction

La contamination des sols et des eaux par les métaux lourds constitue une problématique
environnementale majeure, en raison de leur toxicité, de leur persistance dans I’environnement
et de leur tendance a s’accumuler dans la chaine alimentaire. Face aux limites des techniques
physico-chimiques classiques de dépollution, coliteuses et souvent inefficaces a long terme, les

approches biologiques, notamment la mycoremédiation, suscitent un intérét croissant.

Parmi les champignons filamenteux utilisés en bioremédiation, 7BS 33 se distingue par sa
capacité remarquable a survivre dans des environnements pollués et a interagir avec divers
contaminants, notamment les métaux lourds. La souche TBS 33 a montré un fort potentiel dans
la biosorption, la bioaccumulation, voire la transformation de métaux toxiques tels que le cuivre
(Cu), le plomb (Pb), ou encore le cadmium (Cd), grace a des mécanismes biologiques complexes

impliquant les parois cellulaires, la sécrétion d'acides organiques, et des enzymes spécifiques.

Ce chapitre vise a évaluer la tolérance des souches fongiques aux métaux lourds, ainsi qu’a leur

capacité a dégrader ou immobiliser ces contaminants.

1. Tolérance des souches fongiques aux métaux lourds

a) Biosorption
La biosorption est un mécanisme physico-chimique par lequel des micro-organismes (vivants
ou morts), comme les champignons captent et fixent les métaux lourds présents dans leur

environnement, notamment dans l'eau ou les sols contaminés [156].

b) Bioaccumulation
La bioaccumulation est un processus actif par lequel des micro-organismes vivants, tels que des
champignons, des bactéries ou des algues, absorbent, transportent et stockent des substances
toxiques (comme les métaux lourds ou les radionucléides) a I’intérieur de leurs cellules.
Contrairement a la biosorption (phénoméne passif, externe a la cellule), la bioaccumulation

dépend du métabolisme cellulaire et implique des mécanismes biologiques complexes [157].
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¢) Biotransformation (ou bioconversion)
La biotransformation désigne 1’ensemble des modifications chimiques que des micro-
organismes vivants (comme des champignons) peuvent opérer sur des polluants métalliques ou
radioactifs, en les convertissant en formes moins toxiques, plus solubles ou moins mobiles

[158].

d) Complexation et chélation
La complexation et la chélation sont deux mécanismes biologiques essentiels permettant aux
micro-organismes (comme les champignons ou bactéries) de fixer, neutraliser ou mobiliser les
métaux lourds ou les radionucléides. Ces processus jouent un role clé dans la bioremédiation,

car ils réduisent la toxicité et la mobilité des métaux dans I’environnement [159].

e) Volatilisation
La volatilisation est un mécanisme de biotransformation par lequel certains micro-organismes
transforment des métaux lourds ou métalloides en formes volatiles, souvent moins toxiques ou
plus facilement éliminables. C’est un processus moins courant mais particulierement intéressant

pour la bioremédiation de certains ¢léments toxiques [160].

1. La toxicité des métaux lourds
Les métaux lourds tels que le cuivre (Cu), le plomb (Pb) et le cadmium (Cd) sont des €léments
métalliques ayant une densité €levée et pouvant présenter une toxicité importante méme a faibles
concentrations. Leur présence excessive dans les €cosystemes, notamment en raison des
activités industrielles, représente une menace pour la santé humaine, animale, végétale et

microbienne [161].

a) Le cuivre (Cu)
Le cuivre est un oligo-¢élément essentiel pour de nombreux organismes, jouant un role dans les
processus enzymatiques, la respiration cellulaire et la synthése des pigments. Cependant, a fortes

concentrations [162] :
e Il génere des radicaux libres provoquant un stress oxydatif.
o Il altere la perméabilité des membranes cellulaires.

o Il inhibe certaines fonctions enzymatiques et perturbe la croissance microbienne.
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e Il peut provoquer des lésions hépatiques ou rénales chez les animaux.

b) Plomb (Pb)

Le plomb est un métal non essentiel et hautement toxique [163] :
o Il interfére avec la synthése de I’hémoglobine et la production des globules rouges.
o Il affecte le systéme nerveux central, en particulier chez les enfants.
o Il perturbe les fonctions rénales, digestives et reproductives.

e Chez les micro-organismes, il inhibe la croissance, la division cellulaire et 1’activité

enzymatique.
C) Cadmium (Cd)

Le cadmium est un métal extrémement toxique, méme a tres faibles concentrations. Il n’a aucune

fonction biologie [164] :
e Il s’accumule dans les reins et provoque des dysfonctionnements rénaux chroniques.
e Il perturbe le métabolisme du calcium, menant a des problémes osseux (ostéomalacie).
e Il est classé comme cancérogéne par I’OMS.

e Il provoque des dégats cellulaires importants chez les micro-organismes et réduit leur

activité métabolique.
2. La présence combinée des radionucléides et des métaux lourds

Dans de nombreux sites pollués qu’ils soient d’origine industrielle, miniere, militaire ou issus
de la gestion des déchets radioactifs on observe la co-présence de radionucléides (éléments
radioactifs) et de métaux lourds. Cette combinaison génere des conditions de contamination
complexes et particuliérement dangereuses, tant pour les écosystemes que pour la santé humaine

[165].

a) Origine de la Co-contamination
La co-présence de radionucléides et de métaux lourds peut résulter de :

o Rejets industriels (industries minieres, métallurgiques, chimiques, nucléaires)

o Incidents ou accidents nucléaires (Tchernobyl, Fukushima)
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o Sites de stockage ou de traitement de déchets radioactifs

o Utilisation de phosphates ou d'engrais contaminés, riches en uranium, thorium, plomb, etc.

[166].

b) Impacts environnementaux

Cette double contamination présente plusieurs risques majeurs :

Effet synergique ou additif : La présence simultanée de radionucléides et de métaux

lourds peut amplifier leur toxicité respective.

Stress oxydatif renforcé : Les radionucléides émettent des rayonnements ionisants
(alpha, béta, gamma), qui, combinés a la toxicité chimique des métaux lourds, générent

des niveaux ¢élevés de stress oxydatif chez les organismes vivants.

Bioaccumulation : Les deux types de contaminants peuvent s'accumuler dans les tissus

vivants, franchissant les chaines trophiques.

Altération de la biodiversité microbienne : Les populations microbiennes, pourtant
essentielles a 1'équilibre écologique (recyclage de la matiere organique, dégradation des

polluants), sont souvent gravement perturbées [167].

¢) Enjeux pour la dépollution

La Co-contamination radionucléide/métal lourd constitue un défi majeur pour la bioremédiation

Les micro-organismes doivent étre résistants a la fois a la toxicité chimique (métaux) et

aux rayonnements ionisants.

Certaines souches fongiques ou bactériennes ont montré des capacités d'adaptation et de
détoxification, notamment via la biosorption, la bioaccumulation, la biotransformation

ou encore la complexation des contaminants.

Le développement de stratégies biotechnologiques combinées (biosystemes multi-
agents, ingénierie microbienne, mycoremédiation) est une voie prometteuse pour traiter

ces milieux complexes [168].
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3. Tolérance des champignons aux métaux lourds

Les champignons présentent une tolérance remarquable aux métaux lourds, ce qui en fait des
candidats prometteurs pour les stratégies de bioremédiation. Cette capacité repose sur plusieurs
mécanismes biologiques, biochimiques et structuraux qui leur permettent non seulement de
survivre dans des environnements contaminés, mais aussi de transformer, immobiliser ou

¢liminer les métaux toxiques.

Bien que les champignons présentent des capacités remarquables a tolérer et a interagir avec les
métaux lourds, cette tolérance n’est pas illimitée. Plusieurs facteurs peuvent réduire leur
efficacité ou méme compromettre leur survie tel que des concentrations excessives en métaux

[169,170].

Au-dela d’un certain seuil (variable selon I’espéce fongique et le métal impliqué), les ions
métalliques exercent un effet toxique irréversible. Par exemples : Le cadmium devient 1étal pour
de nombreuses souches dés 10-20 mg/L (10-20 ppm). Le plomb et le cuivre montrent une

toxicité aigué a partir de 50—-100 mg/L (50-100 ppm), selon le milieu [171].

4. Protocole d’évaluation de la tolérance fongique aux métaux lourds

Dans le but d’évaluer la tolérance de la souche Aspergillus Niger a différentes concentrations
de métaux lourds, un protocole expérimental a été mis en place en utilisant trois sels métalliques
courants : le sulfate de cuivre (CuSOs), le nitrate de plomb (Pb (NO:s) 2) et le chlorure de
cadmium (CdClz). Le test repose sur 1’observation de la croissance mycélienne sur gélose PDA
enrichie. Des solutions meres stériles ont été préparées pour chaque sel métallique, puis
incorporées aseptiquement au milieu stérilis¢é et refroidi a 45°C, afin d’obtenir trois

concentrations finales :

200 ppm, 1000 ppm et 4000 ppm. Un témoin sans métal est également préparé. Les milieux sont

répartis a raison de 20 mL par boite de Petri stérile.

Les résultats de la croissance d’Aspergillus Niger en présence des différents métaux lourds
(CuSOs4, Pb (NOs) 2, CdCl2), a diverses concentrations (200 ppm, 1000 ppm, 4000 ppm), sont
présentés dans les tableaux ci-dessous. Ces données permettent d’évaluer I’effet de chaque métal
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sur la croissance mycélienne et de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) pour

chaque condition.

5. Résultats et discussion

Le tableau 11 présente les résultats de la croissance de la souche TBS 33 dans un milieu
contenant du CuSO. a différentes concentrations. On observe une absence totale de
développement apres 5, 6 et 7 jours d'incubation, malgré une durée généralement suffisante pour
permettre le développement dans des conditions normales. Ces résultats indiquent clairement
que la souche TBS 33 ne tolére pas la présence de CuSOs, quelle que soit sa concentration.

Tableau 11 : résultats de la croissance du TBS 33 dans un milieu contenant du CuSO4

200 ppm 1000 ppm 4000 ppm

5 jours

6 jours

7 jours

10 jours
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Croissance visible dans chaque condition Cu.

200 ppm 1000 ppm 4000 ppm
5 jours - - -
6 jours - - -
7 jours - - -
10 jours + - -

Tableau 12 : résultats de la croissance du TBS 33 dans un milieu contenant du CdCl:

200 ppm 1000 ppm 4000 ppm

5 jours

6 jours

7 jours

10 jours
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Dans un milieu contenant du CdCl. a différentes concentrations, le développement de la souche
TBS 33 est observée uniquement a faible concentration (200 ppm), a partir du 5¢ jour
d’incubation. En revanche, aucun développement n’est constaté aux concentrations plus élevées
(1000 et 4000 ppm), méme apres 7 jours. Ces résultats suggerent que la souche TBS 33 présente

une tolérance limitée au CdCl., uniquement a de faibles concentrations.

Croissance visible dans chaque condition Cd

200 ppm 1000 ppm 4000 ppm
5 jours + - -
6 jours + - -
7 jours + - -
10 jours + - -

Dans un milieu contenant du Pb (NOs) 2, le développement de la souche TBS 33 débute dés le
5¢ jour d’incubation et est observée pour les concentrations de 200 ppm et 1000 ppm. A la
concentration la plus €levée (4000 ppm), seules des traces de développement apparaissent, sans
évolution significative au fil du temps. Ces observations suggerent que le Pb (NOs) 2 est le métal
le mieux toléré par la souche TBS 33, bien que cette tolérance reste limitée a des concentrations

n’excédant pas 1000 ppm.
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Tableau 13:résultats de la croissance du TBS 33 dans un milieu contenant du Pb(Nso) 2

200 ppm 1000 ppm 4000 ppm

5 jours

6 jours

7 jours

10

jours

Croissance visible dans chaque condition Pb

200 ppm 1000 ppm 4000 ppm
5 jours +++ + +
6 jours +++ + +
7 jours +++ ++ +
10 jours +++ ++ +
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II. Evaluation de la biodégradation des métaux lourds par la souche fongique

Dans un second temps, le méme protocole d’évaluation de la tolérance fongique aux métaux
lourds a été répété pour les trois métaux lourds (CuSOs, Pb (NOs) 2 et CdCl2) aux mémes
concentrations de 200 ppm, 1000 ppm et 4000 ppm, dans le but de mesurer la concentration
résiduelle apreés incubation. Cette démarche vise a déterminer si la souche Aspergillus Niger
TBS 33 est capable de réduire la concentration des métaux présents dans le milieu, indiquant
ainsi un potentiel de dégradation, biosorption ou bioaccumulation des métaux lourds via

spectrométrie d’absorption atomique (SAA) comme illustre la figure 13

Figure 13 : Equipment de la spectrométrie d’absorption atomique (SAA)

1. Principe de la Spectrométrie d’Absorption Atomique (SAA)

La spectrométrie d’absorption atomique est une technique analytique utilisée pour déterminer

la concentration d’un élément métallique (généralement un métal lourd) dans un échantillon.

Elle repose sur la capacité des atomes a absorber une lumiere spécifique correspondant a leur

propre spectre d’absorption. Dont le principe de base est :
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a. Atomisation de I’échantillon

L’¢échantillon liquide est introduit dans une flamme (ou un four en graphite) qui vaporise et
atomise les métaux présents, c’est-a-dire qu’il transforme les ions métalliques en atomes neutres

a I’état gazeux [172].
b. Emission d’une lumiére spécifique

Une lampe a cathode creuse émet une lumiere monochromatique caractéristique d’un métal

donné (ex. : 324,8 nm pour le Cu, 248,3 nm pour le Fe) [173].
c. Absorption sélective

Les atomes métalliques présents dans la flamme absorbent une partie de cette lumiére a une

longueur d’onde spécifique, proportionnellement a leur concentration [174].

it monochromateur

Ra,\un\éllm | y \
|

Lalampe a cathode  flamme
creuse

Rayon incident lo

Flux de gaz
(acétylene)

braleur

flux

d'échantillon
chambre de

mixage

concentrabion ; 0. ]9%

condensate

Figure 14 : Principe de la Spectrométrie d’Absorption Atomique (SAA) [175]
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d. Détection

L’intensité de la lumiére transmise (non absorbée) est mesurée par un détecteur. La différence
entre I’intensité émise et celle recue permet de calculer la concentration de 1’élément dans

1I’échantillon, selon la loi de Beer-Lambert [176].

e. Avantages de la SAA
o Haute sensibilité (jusqu’a des traces de I’ordre du ppm).
e Bonne sélectivité pour les métaux lourds.
e M:¢éthode relativement rapide et fiable [177].

2. Matériel et réactifs

Dans cette étude, le champignon TBS 33, cultivé sous forme sporulée, Les expériences ont été
réalisées dans des flacons Erlenmeyer stériles de 250 ml, contenant de 1’eau distillée stérile
enrichie en sels métalliques : sulfate de cuivre (CuSQs), nitrate de plomb (Pb (NOs) 2) et chlorure
de cadmium (CdClz). Les milieux de culture ont été inoculés avec une suspension sporulée TBS
33, puis incubés sur un agitateur orbital afin d'assurer une bonne homogénéisation. Avant
utilisation, tous les réactifs et matériaux (verrerie, micropipettes) ont été stérilisés par autoclave
pour éviter toute contamination. Aprés une période d’incubation déterminée, les biomasses
fongiques ont été séparées du surnageant a I’aide de papier filtre. Les concentrations résiduelles

en métaux dans les solutions ont été analysées par spectrométrie d’absorption atomique (SAA).

Figure 15: Matériel utilisé
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3. Préparation des solutions métalliques
a. Préparation des solutions méres stériles :

Préparer des solutions meres stériles de sels métalliques (CuSOa, Pb (NOs) 2 et CdClz) dans de

I’eau distillée stérile, aux concentrations suivantes : 200 ppm, 1000 ppm et 4000 ppm.

Figure 16: Préparation des solutions méres stériles
b. Inoculation fongique :

Inoculer un disque de Aspergillus Niger TBS 33 dans chaque tube a essai contenant 1’une des
solutions préparées. Des tubes témoins (sans champignon) sont également préparés afin de

comparer les concentrations initiales et finales des métaux.

Figure 17:Aspergillus Niger TBS 33
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c¢. Incubation :

Incuber les tubes a 28 °C pendant 7 jours, sous agitation douce a 120 ppm, afin de favoriser

l'interaction entre la biomasse fongique et les ions métalliques.

Figure 18 : incubation des disques de TBS 33 dans I’eau distille stérile avec une métaux
lord

d. Filtration :

A I’issue de I’incubation, filtrer les contenus des tubes pour séparer la biomasse fongique du

liquide résiduel.

A B C

Figure 19: Etapes de Filtration, (A) avant (B)pendant (c) Apres filtration
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4. Analyse du surnageant

Récupérer le surnageant clair aprés filtration pour effectuer une analyse par Spectrométrie

d’ Absorption Atomique (SAA), en vue de déterminer la concentration résiduelle des métaux.

Figure 20 : Remplissez les tubes et placez dans votre position pour I’analyse

Analyse par Spectrométrie d’Absorption Atomique (SAA)

Avant I’analyse des échantillons, I’appareil de Spectrométrie d’Absorption Atomique (SAA)
est étalonné a ’aide de solutions standards de cuivre (Cu), plomb (Pb) et cadmium (Cd)
préparées a des concentrations connues. Cette étape permet de construire une courbe
d’étalonnage pour chaque métal, indispensable a la quantification précise des concentrations
dans les échantillons analysés. Une fois I’étalonnage effectué, les échantillons traités
(surnageants clairs aprés incubation) sont introduits dans l'appareil afin de mesurer la

concentration résiduelle de chaque métal.

La quantité de métal éliminée par Aspergillus Niger TBS 33 est ensuite déterminée par la
différence entre la concentration initiale (dans le témoin non inoculé) et la concentration finale
(apres traitement fongique). Cette variation permet d’estimer le taux de biosorption ou
bioaccumulation des métaux par la biomasse fongique, exprimé généralement en mg de métal
absorbé par gramme de biomasse séche ou en pourcentage de réduction.

pourcentage de réduction % = Oc—f x 100
0
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Co : concentration initiale (ppm)
Cr : concentration finale (ppm aprés culture)

Tableau 14 : Concentration aprés I’analyse SAA et leur pourcentage de réduction

Type de métal | Concentration (ppm) | pourcentage de réduction %
200 ppm 10.8512 94.5744
CdCl: 1000 ppm 12.2221 98.77779
4000 ppm 13.0110 99.674725
Pb(Ns0) 200 ppm 26.0875 86.95625
1000 ppm 194.9447 80.50553
4000 ppm 364.0730 90.898175
CuSo4 200 ppm 14.7151 92.64245
1000 ppm 20.8457 97.91543
4000 ppm 21.3663 99.4658425
12 Degradation des métaux lords
s — » ~

NS NN e e
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Figure 21: graphe représente le percentage de la réduction des métaux lords
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Selon les résultats obtenus, le pourcentage de réduction des métaux lourds dépasse 90 % pour
les trois types de métaux, quelle que soit la concentration initiale. Toutefois, ces valeurs ne
concordent pas avec les observations issues de 1’évaluation de la tolérance fongique, ou des

effets inhibiteurs marqués étaient constatés a fortes concentrations.

Cette divergence pourrait s’expliquer par la méthode de filtration utilisée avant 1’analyse par
spectrométrie d’absorption atomique (SAA). En effet, la filtration ne se contente pas de séparer
la biomasse fongique, elle pourrait également entrainer une rétention partielle des métaux,

réduisant ainsi leur concentration apparente dans les solutions analysées.

Conclusion de chapitre

La souche Aspergillus Niger TBS 33 présente une sensibilit¢ marquée au CuSOa, avec une
absence totale de développement quelle que soit la concentration testée. Une tolérance partielle
est observée vis-a-vis du CdClz, limitée a la concentration la plus faible (200 ppm). En revanche,
le Pb (NO:s) 2 apparait comme le métal le mieux toléré : le développement est maintenu jusqu’a
1000 ppm, bien qu’elle soit fortement réduite a 4000 ppm. Ces résultats confirment que la
tolérance de la souche TBS 33 varie en fonction du type de métal, le plomb étant le moins
toxique parmi ceux €tudiés.

Par ailleurs, les analyses par spectrométrie d’absorption atomique (SAA) ont montré des taux
de réduction tres €levés, supérieurs a 90 %. Cependant, ces résultats doivent étre interprétés avec
prudence, car 1’étape de filtration peut entrainer une sous-estimation de la concentration
résiduelle en piégeant partiellement les métaux avec la biomasse.

Globalement, Aspergillus Niger TBS 33 démontre un potentiel intéressant pour la
bioremédiation, en particulier vis-a-vis du plomb, grace a sa capacité d’absorption et sa relative
robustesse. Ces travaux renforcent 1’intérét des champignons filamenteux comme agents
biologiques durables pour la dépollution des sols et des eaux contaminés, en cohérence avec les

principes de I’économie verte et de la gestion écoresponsable des ressources.
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Chapitre 4 : Biodégradation de la matiére radioactive

Introduction

L’¢tude de la capacité de 7BS 33 a biodégrader des fertilisants contenant des éléments radioactifs
a ¢t¢ menée dans une perspective de bioremédiation. Des échantillons de fertilisants contaminés
ont été inoculés avec la souche fongique, puis incubés dans des conditions contrélées favorables
a la croissance du champignon. Afin d’évaluer ’efficacité de la biodégradation ou de la
bioaccumulation des radionucléides, des mesures de radioactivité résiduelle ont été effectuées a
I’aide d’un spectrophotométre gamma. Les résultats ont permis de comparer la radioactivité
initiale et finale des échantillons, mettant en évidence une réduction potentielle du signal gamma
dans les milieux traités avec T7BS 33, suggérant une possible sorption, immobilisation, ou
transformation biochimique des éléments radioactifs. Ces résultats ouvrent des perspectives
intéressantes pour 1’utilisation de champignons filamenteux en tant qu’agents de dépollution des

sols ou des matériaux contaminés par des substances radioactives.
1. Objectifs

Cette étude a pour objectif d’évaluer la capacité de la souche fongique 7BS 33 a biodégrader ou
bioaccumuler des éléments radioactifs présents dans certains fertilisants contaminés. Plus
précisément, il s’agit de déterminer si ce champignon peut contribuer a la réduction de la
radioactivité par des mécanismes de biosorption, biotransformation ou immobilisation des
radionucléides. Pour cela, une analyse comparative de la radioactivité des échantillons avant et
apres traitement fongique sera réalisée a I’aide d’une spectrophotométrie gamma, permettant de

mesurer |’efficacité de la décontamination.

2. Matériel nécessaire
- Souche de champignons Aspergillus (Aspergillus Niger TBS 33)
- Echantillons de fertilisants contaminés par la radioactivité (isotopes sécurisés)
- Milieu de culture nutritif (agar ou milieu liquide)
- Spectrométre gamma pour la détection de la radioactivité.

- Matériel de culture (boites de pétrie, tubes a essai)
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Figure 22: matériel utilisée

3. Pourquoi les fertilisants

Les fertilisants, en particulier ceux dérivés de phosphates naturels, sont souvent retenus dans les
études de bioremédiation en raison de leur teneur notable en ¢léments radioactifs naturels, tels
que le radium-226 (***Ra), le thorium-232 (**2Th) et le potassium-40 (*°K). Les fertilisants de
type NPK, qui combinent de I’azote (N), du phosphore (P) et du potassium (K), figurent parmi
les engrais les plus largement utilisés en agriculture, en raison de leur efficacité a améliorer la
fertilité des sols et a favoriser le rendement des cultures [178]. Cependant, les NPK formulés a
partir de roches phosphatées peuvent étre contaminés par des radionucléides naturellement
présents dans les matieres premieres. L’application continue et a grande échelle de ces engrais
entraine une accumulation progressive de radioéléments dans les sols agricoles, posant des

risques potentiels pour 1’environnement, la santé humaine et la chaine alimentaire [179,180].
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Dans ce contexte, étudier 1’interaction entre 78S 33et les fertilisants NPK contaminés permet
d’explorer une approche biologique et durable pour réduire la radioactivité résiduelle. Une telle
stratégie pourrait contribuer a la gestion écoresponsable des sols et a la prévention des risques

liés a la pollution radioactive diffuse

Figure 23: Broyage d’engrais

4. Préparation des fertilisants NPK

Pour les besoins de 1’étude, un échantillon homogéne de fertilisants NPK a été préparé a partir
d’un produit commercial standard, composé d’azote (N), de phosphore (P) et de potassium (K),
avec des proportions 15-15-15 [181]. Le fertilisant a été broyé finement afin de faciliter sa
dispersion dans le milieu d’expérimentation. Une quantité précise de poudre de NPK a ensuite
été pesée (20 g) et diluée dans un volume de 100 ml d’eau distillée stérile pour obtenir une

suspension homogene. Cette suspension a été
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Stérilisée par autoclavage, puis incorporée dans des milieux de culture. La concentration finale
en fertilisant dans chaque échantillon a été ajustée de maniére a simuler des conditions

environnementales réalistes, tout en assurant la présence mesurable de

Radionucléides naturels pour les analyses spectrométriques ultérieures.

Solution Patato Dextrose Solution Patato Doxtore Les deux solutions avec

Agar (PDA Broth (PDB fertilisants
g

Figure 24 : Préparation des fertilisants NPK

5. Mesure de la Radioactivité

Avant le traitement biologique, les échantillons de fertilisants NPK ont été soumis a une analyse

de radioactivité a 1’aide d’un spectrométre gamma.
a) Principe de fonctionnement du spectrométre gamma :

Le spectrométre gamma est un instrument de mesure permettant de détecter et d’analyser les
rayonnements gamma €mis par des éléments radioactifs. Lorsqu’un isotope instable subit une
désintégration radioactive, il émet des photons gamma caractéristiques de son identité. Le

spectrometre gamma capte ces photons et mesure leur énergie et leur intensité [182].

Un spectrometre gamma utilisant un détecteur au Nal (T1) (iodure de sodium dopé au thallium)
repose sur le phénomene de scintillation, c’est-a-dire la production de lumicre visible lorsqu’un
photon gamma interagit avec le cristal scintillateur. Lorsqu’un rayonnement gamma entre en

collision avec le cristal Nal (T1), il transfére son énergie aux électrons de 1’iodure de sodium,
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provoquant leur excitation [183,184]. Lorsque ces électrons reviennent a leur état fondamental,

ils libérent cette énergie sous forme de flashs lumineux (scintillations).

Le thallium (T1), ajouté comme activateur, augmente I’intensité lumineuse de ces scintillations.
La lumiére produite est ensuite captée par un photomultiplicateur, un composant qui convertit
les scintillations en impulsions électriques proportionnelles a 1’énergie du photon gamma
incident. Ces impulsions sont traitées par un analyseur multicanaux (MCA), qui les classe selon
leur intensité et génere un spectre gamma : un graphique représentant le nombre de photons

détectés en fonction de leur énergie [185].

Chaque pic d’énergie dans ce spectre correspond a un nucléide spécifique, permettant

I’identification et la quantification des isotopes radioactifs présents dans 1’échantillon.

b) Systéme de détection et d’analyse

La figure ci-dessous illustre la chaine de mesure en spectrométrie gamma utilisant un détecteur

a scintillation Nal (T1).

Figure 25 : Chaine spectrométrie Gamma utilisée
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Le détecteur est enveloppé d’un blindage en plomb afin de réduire le bruit de fond di a la
radioactivité ambiante. Avant toute acquisition, plusieurs étapes de préparation sont nécessaires
lors de la mise en service d’une nouvelle chaine de spectrométrie gamma :
- La haute tension du photomultiplicateur est réglée a 900 volts pour assurer une
amplification optimale du signal.
- Une calibration en énergie est réalisée a I’aide de deux sources radioactives étalon
positionnées devant le détecteur :
Une fois le systéme calibré, les échantillons a analyser sont placés sur le détecteur pour une
durée d’acquisition de 24 heures (soit 86 400 secondes), afin de garantir une mesure fiable et

statistiquement significative de 1’activité gamma.
¢) Calibration de la chaine de spectrométrie gamma

Calibration en énergie

La calibration en énergie est une étape essentielle permettant de convertir les numéros de canaux
en valeurs d’énergie (keV), ce qui est indispensable pour identifier précisément les
radionucléides présents dans un échantillon. Pour cette opération, le logiciel Maestro a été utilisé
afin d’extraire et visualiser le spectre gamma généré par la chaine de détection. Dans ce spectre,
I’axe des abscisses représente les numéros de canaux, tandis que I’axe des ordonnées indique le

nombre de photons détectés par canal.

L’étalonnage a été réalisé en vérifiant que les pics d’énergie correspondant aux photons gamma
émis par des sources radioactives de référence apparaissent bien aux canaux attendus. Deux
sources ponctuelles ont été utilisées, placées a I’avant du détecteur :

o 137Cs, caractérisé par un pic unique a 661 keV,

o %Co, présentant deux pics caractéristiques a 1173 keV et 1332 keV.
Ces références permettent de tracer une courbe de calibration canal-énergie, généralement

linéaire, qui servira pour I’interprétation des spectres mesurés sur les échantillons inconnus.
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Figure 26 : Les sources de calibration

Pour chaque échantillon, une relation linéaire est établie entre les numéros de canaux de
I’analyseur et les énergies connues des photons gamma. Cette relation, appelée droite de

calibration, permet de convertir les canaux en énergies mesurables. Elle s’exprime sous la forme

suivante :
Eenrgie = A X Canal + B
A présente le coefficient directeur et B I’ordonnée a I’origine.

En exploitant les données obtenues a partir des sources étalon utilisées pour la calibration (**’Cs

et ©°Co) il est possible de déterminer cette droite de maniére précise.

La droite de calibration obtenue pour est présentée dans la figure ci-contre.
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Figure 27 : Graphe de calibration (**’Cs et *°Co)
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E=a*C+b a=2.74301 + 0.00237 b=-94.52444 + 1.02269
1400
T —— Energie
1300 ~ ——— Ajustement linéare de Energie
1200
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Figure 28 : Droite de calibration de I’échantillon

Apres la calibration et la mesure du bruit de fond, les spectres obtenus ont été enregistrés puis
analysés dans le but de quantifier I’intensité¢ des rayonnements gamma €émis. L’analyse a été
basée sur la mesure de la surface des pics gamma correspondant aux isotopes détectés. L’activité
n’a pas été calculée, car I’efficacité du systéme n’a pas pu étre déterminée, notamment en raison

de contraintes de temps.
6. Spectres de la radioactivité

Des mesures de la radioactivité des échantillons avant et apres traitement fongique a été réalisée
a laide de la spectrophotométric gamma, permettant de déterminer [’efficacité de la

décontamination.
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a) Avant Traitement :

Afin d’évaluer la radioactivité des échantillons de fertilisants avant traitement, un spectre
gamma a été enregistré pour 1’échantillon témoin (a t = 0). Le spectre correspondant est présenté

dans le graphique ci-dessous.

10000

- Nombre de coup

8000

6000

Nombre de coup

4000

2000 —+

0 200 400 600
Numéro de canal

Figure 29: Spectre gamma a été enregistrée pour I’échantillon témoin (a t = 0)

Pour extraire davantage d’informations a partir du spectre, sans calculer directement la
radioactivité, la surface du pic gamma, indicatrice de I’intensité du rayonnement, a été mise en

évidence en rouge sur le graphique ci-dessous :
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Figure 30 : Ajustement cartésienne de nombre de coup pour cellule la surface du pic

gamma
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"Le pic observé autour du canal 558.8, selon la droite de calibration, correspond a une énergie
autour de 1439 qui correspond a I’isotope *°K, caractérisé par une émission gamma a une énergie

d’environ 1460 keV." Ce pic présente une surface autour de 31943.41921 + 1479.90227

b) Aprés Traitement :
Aprés I’incubation des fertilisants contaminés avec la souche TBS 33  pendant des durées
définies (8 jours entre 26 mai et le 2 juin et 18 jours entre 26 mai et le 12 juin), de nouveaux
échantillons ont été¢ prélevés pour une seconde mesure spectrométrique. Cette analyse post-
traitement a permis de comparer les niveaux de radioactivité résiduelle avec les valeurs initiales.
Toute diminution significative de I’activité gamma observée a été interprétée comme une
indication potentielle de biosorption, bioaccumulation ou transformation des radionucléides par
le champignon, apportant ainsi des ¢léments de réponse sur son efficacité en tant qu’agent de
bioremédiation.
Dans un premier temps, une recalibration du systéme de spectrométrie gamma a été effectuée
afin de garantir la fiabilit¢ des mesures. Par la suite, la radioactivit¢ du témoin (c’est-a-dire
I’échantillon de fertilisant non traité par le champignon) a été de nouveau mesurée. Cette étape
permet de mettre en évidence la dégradation naturelle, bien que généralement faible, des
¢léments radioactifs présents dans les fertilisants au cours du temps.
Les spectres enregistrés, illustrant 1’évolution naturelle de la radioactivité sans intervention
biologique, sont présentés ci-dessous.

Témoin 2 :
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Figure 31: Spectre gamma a été enregistrée pour I’échantillon témoin 2

67



Chapitre 4 : Biodégradation la matiere radioactive
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Figure 32 : Ajustement cartésienne de nombre de coup pour cellule la surface du pic
gamma

Surface area = 38867.74238 + 1602.17524
TBS33 (1 semaine)
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Figure 33 : Spectre gamma a été enregistrée pour I’échantillon TBS 33 (1 semaine)
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Figure 34 : Ajustement cartésienne de nombre de coup pour cellule la surface du pic
gamma

Surface area = 33690.43695 + 1851.0659

TBS33 (2 semaines):
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Figure 35 : Spectre gamma a été enregistrée pour I’échantillon TBS 33 (2 semaines)
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Figure 36 : Ajustement cartésienne de nombre de coup pour cellule la surface du pic

gamma
Surface area = 33416.78243 + 2567.25974

7. Analyse des résultats

Tableau 15 : Surfaces de pics (avec et sans traitement)

Les échantillons Surface area

Témoin 38867.74238 £ 1602.1752
TBS33 (1 semaine) 33690.43695 + 1851.0659
TBS33 (2 semaines) 33416.78243 + 2567.2597
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Figure 37: Biodégradation la matiere radioactive

Interprétation des résultats :

» Réduction de la radioactivité apres traitement fongique :

On observe une diminution notable de la surface de pic gamma dans les échantillons traités par

TBS 33:

o —13.4 % apres 8 jours.
o —14.0 % apres 18 jours.

o Cette réduction, comparée au témoin, dépasse la variabilité expérimentale (incertitude),

ce qui suggere qu’elle n’est pas uniquement due a la dégradation naturelle des

radionucléides.
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» Effet marginal du temps (8 vs 18 jours) :

o Ladifférence entre les valeurs a 8 et 18 jours est faible (~0,8 %), inférieure a I’incertitude
de mesure.
e Cela pourrait indiquer :
o Soit que ’essentiel de ’activité biologique a eu lieu durant les 8 premiers jours,
o Soit que le systéme atteint un plateau d’efficacité, avec une saturation de la

capacité d’adsorption ou de transformation.

» Comparaison avec le t¢émoin :

e Le témoin montre la radioactivité initiale non altérée par I’activité fongique.
e L'absence de forte baisse dans le témoin confirme que la diminution observée dans les
échantillons traités est liée a I’action de TBS 33, et non a une désintégration spontanée

significative des radionucléides.

Conclusion de chapitre :

Ces résultats suggerent que Aspergillus Niger TBS 33 a un effet mesurable sur la réduction de
la radioactivit¢ gamma des fertilisants contaminés, probablement via biosorption,
bioaccumulation ou biotransformation des radionucléides.

Cependant, la faible différence entre 8 et 18 jours indique une action rapide mais potentiellement
limitée dans le temps.

Ces observations valident I’intérét de TBS 33 pour la bioremédiation radioactive, tout en

appelant a des investigations complémentaires pour :

Des résultats :

» Réduction de la radioactivité apres traitement fongique :

On observe une diminution notable de la surface de pic gamma dans les échantillons traités par

TBS 33 :

o —13.4 % apres 8 jours.
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o —14.0 % apres 18 jours.
e Cette réduction, comparée au témoin, dépasse la variabilité expérimentale (incertitude),
ce qui suggere qu’elle n’est pas uniquement due a la dégradation naturelle des

radionucléides.

» Effet marginal du temps (8 vs 18 jours) :

o Ladifférence entre les valeurs a 8 et 18 jours est faible (~0,8 %), inférieure a I’incertitude
de mesure.
o Cela pourrait indiquer :
o Soit que ’essentiel de ’activité biologique a eu lieu durant les 8 premiers jours,
o Soit que le systeme atteint un plateau d’efficacité, avec une saturation de la

capacité d’adsorption ou de transformation.

» Comparaison avec le témoin :

e Le témoin montre la radioactivité initiale non altérée par I’activité fongique.
e L'absence de forte baisse dans le témoin confirme que la diminution observée dans les
¢échantillons traités est liée a I’action de TBS 33, et non a une désintégration spontanée

significative des radionucléides.
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Conclusion générale

L’ensemble des travaux menés dans cette étude souligne le potentiel remarquable de la souche
fongique Aspergillus Niger TBS 33 en tant qu’agent biologique de bioremédiation, dans des

contextes de contamination radioactive et métallique, ainsi que sous stress d’irradiation.
1. Effet des irradiations

L’analyse des effets des rayonnements gamma et neutroniques a permis de démontrer des
réponses différenciées entre Aspergillus niger TBS 33 et Penicillium sp. (TCS 34). La souche
TBS 33 a fait preuve d’une résilience significative face aux irradiations gamma, avec une
sporulation encore détectable a 5 kGy, contrairement a Penicillium sp., totalement inhibée dés
1 kGy. Sous irradiation neutronique, une stimulation transitoire de la sporulation a été observée,
suivie d’un affaiblissement progressif li¢é a un stress cumulé. Ces résultats traduisent une
capacité adaptative notable de TBS 33, qui pourrait étre exploitée dans des environnements
irradiés.

2. Dégradation des métaux lourds

Concernant la tolérance aux métaux lourds, Aspergillus niger TBS 33 s’est montrée
particuliérement sensible au cuivre (CuSOa), mais partiellement tolérante au cadmium (CdClz)
et plus résistante au plomb (Pb(NO:s):), avec un développement maintenu jusqu’a 1000 ppm.
Les analyses par spectrométrie d’absorption atomique (SAA) ont révélé des taux de réduction
dépassant 90 %, bien qu’ils soient a interpréter prudemment a cause des biais liés a la filtration.

Ces résultats indiquent un fort potentiel biosorbant, notamment pour le plomb.
3. Réduction de la radioactivité

L’étude de la biodégradation des fertilisants contaminés a montré que Aspergillus niger TBS 33
peut réduire la radioactivité gamma de maniére mesurable dés les premiers jours de traitement.
La stabilité des résultats entre 8 et 18 jours suggere une efficacité rapide mais a effet plafonné,
appelant a des travaux supplémentaires pour mieux comprendre les mécanismes impliqués,

affiner la cinétique du processus, et optimiser les conditions de traitement.
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Conclusion générale

Perspectives

Ces résultats confirment 1’intérét de Aspergillus Niger TBS 33 comme biocatalyseur écologique
capable d’agir a la fois sur des polluants métalliques et radioactifs, et de résister a des
environnements hostiles, notamment irradiés. Cette souche s’inscrit pleinement dans une
démarche de biotechnologie durable, avec des applications prometteuses en dépollution de sols,
d’eaux ou de déchets industriels. Toutefois, des études complémentaires seront nécessaires pour

valider son efficacité a plus grande échelle, en conditions réelles et sur le long terme.
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Annex 1 : Détaille du calcul du nombre de spores a I’aide de la cellule de Malassez

1) Exposition gamma :

e Pour le champignon penicillium s p (TCS 34)

1_Témoin :
14 |4 3 24 110
10 |8 29 |5 4
13 |6 17 | 4 12
16 |6 11 |5 15
27 |24 |27 |16 |17

Calcule le nombre des cellules par unité de volume :

N =—.Fd
aVv

le nombre des cellules comptée (a) c’est le nombre des cases en diagonale dans ce carrée et Le

nombre des cellules comptée (n) c’est le nombre des cellules en diagonale.
Onaa=9
n= 14+8+17+4+5+17+10+5+6+26=109
V=0.01mm?*=0.01pul=0.01.10"-3ml

Fd= 1000

109

N = ——————1000=1.21*10"9 (cellules/ml)
9+0.01+10"—3

2_TCS 34 (0.5KGy):

17 |15 16 |17 |9

18 |13 |15 |20 |28

12 |6 2 6 32

9 15 |19 |25 |8

8 13 |17 |16 |30
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Calcule le nombre des cellules par unité de volume :

N=-2__Fd

aV

le nombre des cellules comptée (a) c’est le nombre des cases en diagonale dans ce carrée et Le

nombre des cellules comptée (n) ¢’est le nombre des cellules en diagonale.
On a a=9

n==139

V=0.01mm?*=0.01p1= 0.01.10"-3ml

Fd= 1000

139

N = ————— 1000=1.54*10"9 (cellules/ml)
9+0.01%107—3

3 TCS 34 (IKGy):

7 3 27 |8 5
1 3 4 4 5
11 |4 5 4 8
5 6 6 3 6
10 |8 7 1 6

Calcule le nombre des cellules par unité de volume :

N =—.Fd
aV

le nombre des cellules comptée (a) c¢’est le nombre des cases en diagonale dans ce carrée et Le

nombre des cellules comptée (n) c’est le nombre des cellules en diagonale.
On a a=9

n==49

V=0.01mm>3=0.01p1= 0.01.10"-3ml

Fd= 1000

87



49

T 9x0.01#107-3

. 1000= 5.44*10"10 (cellules/ml)

4_TCS 34 2KGy):

64 |78 |8 |70 |93
68 |64 |94 |91 |47
43 |40 |42 |19 |35
17 |18 |25 |30 |30
11 |45 |14 |30 |42

Calcule le nombre des cellules par unité de volume :

N =

—. Fd
aV

le nombre des cellules comptée (a) c’est le nombre des cases en diagonale dans ce carrée et Le

nombre des cellules comptée (n) ¢’est le nombre des cellules en diagonale.

On a a=9

T 9%0.01%107-3

n= =455

V=0.01mm?*=0.01pl=0.01.10"-3ml

Fd= 1000

455

5 TCS 34 (5KGy):

1000= 5.04*10"9 (cellules/ml)

4 9 13 1 24
4 12 |5 14 |3
2 7 15 |20 |3
8 15 |4 9 4
8 11 |4 14 |42
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Calcule le nombre des cellules par unité¢ de volume :

N

=2 Fd

aV

le nombre des cellules comptée (a) c’est le nombre des cases en diagonale dans ce carrée et Le

nombre des cellules comptée (n) ¢’est le nombre des cellules en diagonale.

On a a=9

Pour le champignon AspergillusNiger(TBS 33)

n==105

V=0.01lmm?*=0.01pl= 0.01.10"-3ml

Fd= 1000

105

T 9%0.01%107-3

1000=1.17*10"9 (cellules/ml)

1_Témoin :
1 3 8 2 11
3 1 9 4 3
2 0 10 |6 4
8 5 1 5 2
0 2 13 |4 4

Calcule le nombre des cellules par unité de volume :

N =—.Fd

aV

le nombre des cellules comptée (a) c’est le nombre des cases en diagonale dans ce carrée et Le

nombre des cellules comptée (n) c’est le nombre des cellules en diagonale.

On a a=9

n=41

V=0.01lmm?*=0.01pl= 0.01.10"-3ml
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Fd= 1000

41

" 9%0.01#107-3

. 1000= 4.55%10"10 (cellules/ml)

2_TBS 33 (0.5KGy):

24 |13 |31 19 |23
22 122 |26 |36 |18
28 |29 |17 |31 |30
17 |19 |31 |32 |36
12 (33 |25 |55 |17

Calcule le nombre des cellules par unité de volume :

N =

—. Fd
aVv

le nombre des cellules comptée (a) c’est le nombre des cases en diagonale dans ce carrée et Le

nombre des cellules comptée (n) c’est le nombre des cellules en diagonale.

On a a=9

T 940.01%107-3

n==202

V=0.01mm?*=0.01pl=0.01.10"-3ml

Fd= 1000

202

3_TBS 33 (IKGy):

. 1000=2.24*10"9 (cellules/ml)

57 |20 |27 |39 |43
41 |42 |35 |24 |47
48 |41 |55 |71 |43
44 |50 |37 |55 |22
42 |70 |68 |53 |25
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Calcule le nombre des cellules par unité¢ de volume :

N=-2__Fd

aV

le nombre des cellules comptée (a) c’est le nombre des cases en diagonale dans ce carrée et Le

nombre des cellules comptée (n) ¢’est le nombre des cellules en diagonale.
On a a=9

n= =393

V=0.01mm?*=0.01p1= 0.01.10"-3ml

Fd= 1000

39

N=—22__1000= 5.44*10"9 (cellules/ml)
9x0.01%x10"—3

4_TBS 33 2KGy):

40 |20 |28 |25 |23

17 |21 |24 |18 |27

30 134 |21 |21 15

19 |14 |22 |19 |23

21 |28 |25 |23 |21

Calcule le nombre des cellules par unité de volume :

N =—.Fd

aV

le nombre des cellules comptée (a) c’est le nombre des cases en diagonale dans ce carrée et Le

nombre des cellules comptée (n) c’est le nombre des cellules en diagonale.
On a a=9

n==198

V=0.01mm?*=0.01pl= 0.01.10"-3ml

Fd= 1000
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19

N=—2__1000= 2.2%10"9 (cellules/ml)
9x0.01x10"-3

5 TBS 33 (5KGy):

9 11 8 11 |3

8 11 12 |7 25

5 10 |7 5 14

18 140 |21 |5 14

10 |9 18 |6 13

Calcule le nombre des cellules par unité de volume :

N =—.Fd
aVv

le nombre des cellules comptée (a) c’est le nombre des cases en diagonale dans ce carrée et Le

nombre des cellules comptée (n) c’est le nombre des cellules en diagonale.
Onaa=9 n==143
V=0.01mm?=0.01pul= 0.01.10"-3ml

Fd= 1000

14

N=—2__1000= 1.59%10"9 (cellules/ml)
9x0.01%x10"—3

2) Neutron :
Pour le champignon AspergillusNiger(TBS 33)

Pendant 3 jour :

Témoin :
2 16 |8 2 3
0 2 1 2 4
3 4 4 1 5
14 |2 2 0 6
1 2 1 5 5
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Calcule le nombre des cellules par unité de volume :

N =

~ Fd
aV

le nombre des cellules comptée (a) c’est le nombre des cases en diagonale dans ce carrée et Le

nombre des cellules comptée (n) c’est le nombre des cellules en diagonale.

On a a=9

n==21

V=0.01lmm?*=0.01pl= 0.01.10"-3ml

Fd= 1000

21

T 940.01%107-3

. 1000=2.33*10"8 (cellules/ml)

Pendant 3 jour :

72 140 |69 |36 |40
26 |24 |20 |26 |8
13 |23 18 |12 |4
5 3 3 2 2
5 14 125 |2 4

Calcule le nombre des cellules par unité de volume :

N =

—. Fd

aV

le nombre des cellules comptée (a) c¢’est le nombre des cases en diagonale dans ce carrée et Le

nombre des cellules comptée (n) c’est le nombre des cellules en diagonale.

On a a=9

n=194

V=0.01lmm?*=0.01pl=0.01.10"-3ml
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Fd= 1000

194

" 9%0.01#107-3

. 1000=2.15*10"9 (cellules/ml)

Pendant 6 jour :

Temoin :
12 |18 |14 |11 |7
5 3 4 7 6
3 2 3 7 2
1 3 1 5 4
1 3 3 7 1

Calcule le nombre des cellules par unité de volume :

N =—._Fd

aV

le nombre des cellules comptée (a) c’est le nombre des cases en diagonale dans ce carrée et Le

nombre des cellules comptée (n) c’est le nombre des cellules en diagonale.

On a a=9

Fd= 1000

42

T 940.01%107-3

n=42

. 1000=4.67*10"8 (cellules/ml)

Pendant 6 jour :

V=0.01mm?*=0.01pl=0.01.10"-3ml

4 11 8 4 10
5 4 10 (12 |7
1 4 15 |0 7
10 |13 |40 |12 |14
12 19 13 I5 |3

Calcule le nombre des cellules par unité de volume :
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N =—.Fd

aV

le nombre des cellules comptée (a) ¢’est le nombre des cases en diagonale dans ce carrée et Le

nombre des cellules comptée (n) c’est le nombre des cellules en diagonale.
Onaa=9

n=85

V=0.01mm?*=0.01pl=0.01.10"-3ml

Fd= 1000

N=—=2"__ 1000=9.4*10"8 (cellules/ml)

T 940.01%107-3

Pendant 10 jour :

Témoin :
3 6 3 2 1
1 6 2 0 2
0 1 1 8 4
7 5 5 1 3
1 1 2 3 4

Calcule le nombre des cellules par unité de volume :

N=—_Fd
aV

le nombre des cellules comptée (a) c’est le nombre des cases en diagonale dans ce carrée et Le

nombre des cellules comptée (n) ¢’est le nombre des cellules en diagonale.
On aa=9

n=22

V=0.01mm?*=0.01pul= 0.01.10"-3ml

Fd= 1000
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22

N = ——— . 1000= 2.4*10"8 (cellules/ml)

T 9x0.01#107-3

Pendant 10jr :

3 4 15 |10 |3
3 11 |3 6 6
6 3 0 8 8
3 8 3 3 1
3 10 |14 |7 12

Calcule le nombre des cellules par unité de volume :

N =—._Fd

aV

le nombre des cellules comptée (a) c’est le nombre des cases en diagonale dans ce carrée et Le

nombre des cellules comptée (n) ¢’est le nombre des cellules en diagonale.

On a a=9 n=49

V=0.01mm?*=0.01pl=0.01.10"-3ml

Fd= 1000

49

N = —————— 1000=5.5*10"8 (cellules/ml)

T 940.01%107-3
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Annex 2 : étalonnage des métaux lourds pour la SAA

1)pour le CdCl.

0.400

0.350 /

0.300

0.250 *

0.200

0.150

0.100

0.050

0.000

0.000 0.250 0.500  0.750 1.000 1.250 1.500 1.750
2.000

Conc (ppm)
Abs=0.19623Conc+0.00000 r=0.9963

CONC (ppm) | ABS (ppm)

0.5000 0.1013
1.0000 0.2056
1.5000 0.2791

2.0000 0.3984




2) Pour CuSos :

0.550 o
0.500
0.450
0.400
0.350
0.300 L
0.250
0.200 /
¢
0.150
0.100
0.050
0.000
0.000  0.500 1.000  1.500 2.000 2.500 3.000 3.500 4.000
Conc (NONE)
Abs=0.099485Conc+0.13237 r=0.9940
CONC ABS
0.5000 0.1928
1.0000 0.2360
2.0000 0.3064
4.0000 0.5404
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3)Pour Pb(Nos): :
0.275 /
0.250

0.225

0.200

0.175
0.150 /
0.125

0.100

0.075

0.050 /
0.025 /

0.000

0.000  5.000 10.000 15.000 20.000 25.000 30.000 35.000
40.000

Conc (ppm)
Abs=0.0066405Conc-0.0030348 r=0.9997

CONC ABS

5.0000 0.0277

10.0000 0.0645

20.0000 0.1324

40.0000 0.2613



Annex 3 : Les droite de calibration

1.Avant le traitement :

Témoin 1 a t=0 :

E=a*C+Db a=2.74301 £ 0.00237 b=-94.52444 +1. 02269
1400
] Energie
1300 — — Ajustement linéare de Energie
1200 —
1100 —-

Energie
o
o
o
|

900 —
800 —
700 —
600 T T T T T T T T T T T
250 300 350 400 450 500 550
Némuro de canal
Témoin 2 :
E=a*C+b a=2.6999 + 0.00951 b=-89.2445 + 4.15802
1400
4 Energie
1300 — Ajustement linéaire de Energie
1200 —
1100 —+

T T T T T T T T T T T
250 300 350 400 450 500 550

Numeéro de canal

100



TBS 33 (2 semaine)

E=a*C+b
19.7428

1400

a=2.77757 + 0.04625

b=-95.16301 +

1300

1200

1100

1000 —

Energie

900

800

700

Energie
— Ajustement lineare de enetgie |

1 " 1 " 1 " 1 " 1

600
250

300 350 400 450 500
Numéro de canal
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