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Résume

Cette présente étude est axée sur I’élimination du xylene par la biodégradation libre et
immobilisée par la souche de Streptomycétes AB1, isolée a partir du sol de la plaine de la
Mitidja.

Le suivi de la cinetique d’élimination de xyléne a révélé des meilleurs taux dans le
milieu renfermant le xyléne comme seule source de carbone [200mg.I* et 300mg.I']. Le
pourcentage de biodégradation varie entre 80 a 99%. Les spectres CPG ont révéle une
modification de la structure du xylene pendant I’incubation témoignant ainsi le mode
d’attaque microbien et la génération de métabolites de biodégradation qui ont été détecté.

D’une maniere similaire la souche AB1 a montré des taux d’élimination élevés sous
forme immobilisée (90%, 70%) respectivement soit encapsulée dans des billes d’alginate de
sodium ou par attachement a un support préformé contaminé par le xyléne.

Mots clés : Xyléne, Biodégradation, Streptomycetes, Immobilisation.

Abstract :

This present study focuses on the elimination of xylene by free and immobilized
Streptomycétes AB1 isolated from soil of Mitidja plain. The monitoring of the elimination
kinetics of xylene showed the highest rates in the medium containing xylene as alone carbon
source [300mg.I™ and 200mg.I].

The percentage of biodegradation varies between 80 to 99%. GC spectra showed a change in
the structure of xylene during incubation thus testifying microbial attack mode and generation
of biodegradation metabolites which were detected.

In a similar way the AB1 strain showed high removal rate in immobilized form (90%, 70%),
respectively on encapsulated in sodium alginate beads or by attachment to a preformed
support contaminated with xylene.

Keywords: Xylene, Biodegradation, Streptomycétes, Immobilization.
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INTRODUCTION GENERALE

L'environnement est constamment pollué par un large éventail de produits chimiques
dangereux a différentes structures et a différents niveaux de toxicité, libérés principalement
par les activités industrielles et de pratiques agricoles [1].

Le développement explosif de I'industrie a produit une grande variété de composés
chimiques qui comprennent les pesticides, les carburants, les composés aromatiques, des
colorants et d’autres produits signalés nocifs [2]. Bien que ces composeés ont contribué a
moderniser les modes de vie, plusieurs d'entre eux peuvent s'accumuler dans les sols, I'eau et
l'air. Parmi ces composés, ceux résultant de la pétrochimie et de I'énergie appelés
hydrocarbures aromatiques monocyclique tels que les Xxylenes, posent d’importants
problémes. En raison de leur faible solubilité dans I'eau, toxicité aigué et la génotoxicité, les
xylenes sont classés comme polluants prioritaires par I'Agence européenne pour
I'environnement [3].

Un des grands défis actuels est de réduire les émissions organiques d’effluents
industriels. La bioremédiation, technique qui utilise la capacité microbienne a dégrader des
substances chimiques, relativement peu codteuse et a faible niveau technologique, est devenue
actuellement les procédés les plus recommandés contrairement & d’autre techniques qui
exigeraient des codts €elevés et présentent des capacités de réduction limitées et le plus
souvent conduisent & une pollution secondaire [4, 5].

Beaucoup de travaux ont été réalisés sur la dégradation des Xylénes [6,7], par
différentes souches microbiennes (Alcaligenes xylosoxidans, Pseudomonas putida,
Rhodococcus sp. et d’autres especes) [8, 9,10 et 11]. D’autre part, trés peu d’études font part
d’une biodégradation possible des xylenes par les Actinomycétes (groupe des
Streptomyceétes), malgré leur capacité a se développer sur les substrats les plus divers et leur
aptitude a synthétiser de tres nombreux métabolites bioactifs, parmi lesquelles les
peroxydases et les biosurfactants [12].

Ce travail de recherche s’intégre dans le cadre des activités de recherche du Centre
National de Recherche et de Développement de la Péche et de I’Aquaculture (CNRDPA). 11
s’intéresse plus spécifiquement a la biodégradation des hydrocarbures cas du xyléne par une
souche de Streptomycetes isolée localement a partir du sol de surface de la Mitidja. Cette
souche a montré une grande capacité de dégradation des HAP et surtout de produire des

biosurfactants (travaux de thése de doctorat en cours). Les deux volets expérimentaux



s’appuient sur les activités d’élimination du xyléne en mode libre dans un milieu liquide
contenant le substrat soluble, d’une part et, en mode immobilisé d’ou le substrat est lié a un
support de fixation afin d’investir dans les applications futures en biotraitement [13, 14].

La démarche scientifique adoptée pour la réalisation de ce projet s’articule sur deux
grands volets :

o Une synthése bibliographique porte sur I’état de I’art et les nouveautés concernant la
biodégradation des HAM et tres particulierement d’actualiser les données théoriques
sur les propriétés, I’introduction, la transformation, le devenir et la toxicité du xyléne.
Ainsi que, la biodégradation du xyléne.

0 Une partie expérimentale porte sur la biodégradation du xyléne par les Streptomycétes,
optimisation de quelques paramétres de contrdles tels que : le pH et la concentration
du xylene comme seule source de carbone et d’énergie et la mise en évidence des
produits générés lors de I’incubation. Parallelement, une partie de I’étude a été
consacrée a I’immobilisation des souches de Streptomycétes par deux techniques,
encapsulation dans les billes d’alginate du sodium et I’attachement sur un support
solide. Ceci a comme objectif de comparer la dégradation du xyléne en mode libre et
en mode fixé afin de trouver des applications de I’élimination du xyléne en utilisant

les biofilres.

Enfin, en guise de conclusion générale, nous synthétisons les principaux résultats
obtenus, leur implication en termes de protection de I’environnement et nous ouvrerons les

perspectives pour les recherches futures.
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Chapitre | : Xyléne

XYLENE

Généralité :

Le xyléne, encore appelé diméthylbenzéne, peut exister sous différentes formes [15] :

1. Le « mixed-xylenes », composé du mélange d’isomeéres a 80-85 % et d’éthylbenzéne a
15-20 % ;

2. Mélange d’isomeres, composé des trois isomeres du xyléne : ortho-, méta- et
paraxylene ;

3. On peut également trouver un produit de qualité semblable mais dont une grande
partie de I’isomére ortho a été éliminé et qui est désigné en général « a faible teneur en
ortho » ;

4. Les isomeres du xyléne sont aussi vendus séparément sous forme de produits de

qualité diverse (recherche, pure, commerciale et technique).

I.1. Caractéristiques physicochimiques

Le xyléne appartient a la famille des hydrocarbures monoaromatiques (HMA) dont ils
ont certaines propriétés physiques semblables. Ils sont composés uniquement de carbone et
d’hydrogéne et renferment un noyau de benzéne [16]. Tandis que le xylene contient deux
groupes méthyles liés a un cycle benzénique (CsH4(CHs)2, selon la position des radicaux, trois
isomeres existent, a savoir : I'ortho- ou o-xyléne (1,2-diméthylbenzene); le méta- ou m-xyléne

(1,3-diméthylbenzene) et le para- ou p-xylene (1,4-diméthylbenzéne) (figure 1).

1.2-dimethylbenzene 1,3-dimethylbenzene 1. 4-dimethylbenzene
{ovrtho-xylenea) {rmeia-xylene) (para-xylaena)

Figure 1: Structure et isoméres du xyléne [17].

Les HMA ont une faible solubilité dans I’eau et une grande solubilité dans les huiles et
dans la plupart des solvants organiques [18]. Ils sont facilement accessibles aux

microorganismes sous forme solubilisée [19].
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Le tableau suivant résume tous les caractéristiques physico-chimiques des xylenes [20].

Tableau 1 : Caractéristiques physico-chimiques des xylénes.

Mixed-xylenes o-xyléne p-xylene
Etat physique Liquide
Couleur Incolore
Odeur Aromatique
Seuil olfactif - 5,4 ppm 0,7 ppm
Poids moléculaire 106 g/mol
Point de fusion <-35°C environ — 25 °C environ 13 °C
T° d’ébullition initiale >139°C > 144,4 °C >138°C
Te d’ébullition finale < 141°C - -
Te critique 350°C a 3600 357,4°Ca 3730 kPa | 343,5°C a 3510 kPa
kPa
Masse volumique 860 a 880 kg/m3 882 a 885 kg/m3 860 a 880 kg/m3
a 15°C
Solubilité dans I'eau 175 & 200 mg/I 175 mg/I 200 mg/I
a20°C
pH Sans objet
Viscosité a 20°C < 0,9 mm2/s < 0,9 mm2/s < 0,62 mm2/s

Le xyléne technique est un mélange liquide des trois isomeres, de composition voisine
de méta- (60 %), ortho- (10-25 %) et para- (10-25 %) [17]. Il est volatil, incolore, transparent

ainsi qu’il a une odeur aromatique marquée.

1.2. Comportement et devenir du xyléne dans I’environnement

I1'y a trois voies principales de transport du xyléne dans I’ I’environnement :

1.2.1. Dans I’atmosphére
D’une maniere générale, la plus grande partie (99,68 %) des xylenes libérés dans
I’environnement se retrouve dans I’atmosphere [21]. Une fois libérés dans I'atmosphere, les

xylenes subissent assez rapidement une photo-oxydation par réaction avec les radicaux OH®




Chapitre | : Xyléne

en présence de dioxyde d'azote pour donner des tolylaldéhydes, l'aldéhyde pyruvique, des
méthylbenzylnitrates, des diméthylphénols et des nitroxylénes, eux-mémes dégradés en
d'autres composeés [22]. On dit que, ensemble avec les NOx (NO2, NOs) et les BTEX sont des
précurseurs de I’ozone photochimique [23].

Selon divers calculs, la durée de vie des xylénes dans la troposphére varie de 0,5 a 1,5
jour [24]. En se basant sur des données de concentration de radicaux hydroxyles dans I’air,
(Brice et Derwent) [25] ; qui ont calculé des demi-vies atmosphériques de 2,6 h, 1,5 het 2,4 h

respectivement pour les o, m et p-xylénes [21].

1.2.2. Dans les eaux

Les xylenes se volatilisent rapidement dans les eaux de surface [23]. Dans l'eau
stagnante d’un métre de profondeur, leur demi-vie est 5,6 h et serait plus courte dans les eaux
agitees [27]. Les taux de volatilisation dans les lacs sont de huit jours, et de deux jours dans
les rivieres [23], et 36 minutes a 47 jours dans les ruisseaux, cours d'eau et les riviéres [28], la
variation des données s’expliquent par les différences dans les conditions telles que la
profondeur et le débit.

Aucune donnée n'est disponible sur le devenir des xylénes sous la glace. De plus, aprés
certaines études, I’0-xylene s’est avéré étre moins biodégradable que le m-xyléne ou le p-
xyléne [21].

1.2.3. Dans les sols

Le taux de volatilisation des xylénes incorporés au sol diminue rapidement en fonction
de la profondeur du sol [22]. lIs se lient facilement a certains sols, ils se convertissent en
dioxyde de carbone et en eau quand ils sont biodégradables par les microorganismes du sol
[24].

Pour les trois isomeres du xylene, leur demi-vie depuis la surface du sol est de moins
d’une minute a 2,2 jours [27, 28]. Malgré leur solubilit¢ modérée dans l'eau, les xylenes
peuvent filtrer au travers des sols jusqu'aux eaux souterraines [22]. Leur déplacement serait
ralenti par les matieres organiques [29], l'argile [30] et une humidité élevée [31]. Toutefois, il
semblerait que les xylénes traversent les sols argileux [32]. Selon des données limitées, les
isomeres ne subiraient pas d'hydrolyse, de photolyse ou d’oxydations marquées dans le sol
[27].

1.3. Sources des xylénes et leur utilisation
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La présence des xylénes dans I’environnement peut s’expliquer par des sources
naturelles et anthropiques. Dans les sources naturelles, on peut inclure les émissions a la suite
des feux de foréts et des éruptions volcaniques [21]. Les sources anthropiques d’émission sont
d’origine pétrochimique ou pétroliére. lls sont tous utilisés comme solvants et comme
matieres premiéres pour la synthése de nombreux produits chimiques. C’est l'un des 30

composés chimiques les plus produits aux USA (environ 450 000 tonnes par an) [17].

L'exposition, essentiellement atmosphérique, résulte principalement du trafic
automobile et des stations-services, raffineries et industries utilisant le xyléne comme solvant
ou comme intermédiaire chimique [22]. L’isomére méta et para du xyléne représentent de 1,3
a 5,6 % des hydrocarbures rejetés dans les fumeées d'échappement des moteurs a essence.

Les xylénes sont produits a partir de matieres premiéres brutes issues du pétrole par
reformage catalytique ou par craquage pyrolytiques [21]. Le xylene est un solvant utilisé dans
la fabrication des peintures, vernis, colles, encres d'imprimerie, insecticides, matieres
colorantes, caoutchouc et produits pharmaceutiques [21, 24] et [33]. Il est aussi la matiére
premiére pour la fabrication de I'acide benzoique.

Les pulvérisations agricoles (insecticides et herbicides), les aérosols domestiques
(spécialement les peintures et antirouilles contenant du xyléne), la combustion du bois et la
fumée de tabac sont également a I’origine de la présence de xyléne dans l'atmosphére interne
[21].

Les xylénes se retrouvent dans I'eau a cause des rejets d'effluents industriels et urbains
[22]. Les xylenes peuvent pénétrer dans le sol et dans I'eau via des déversements de pétrole et
d'autres produits chimiques [24].

Les concentrations de xylenes les plus élevées dans les eaux souterraines ont été
observées prés de sites d'élimination, soit des sites de décharges (< 0,2 mg.L™" & 123 mg.L™
d'o-xyléne et 0,2 mg.L™" & 191 mg.L™ de m- et de p-xylénes confondus) [34] ; des anciens
puits d'injection profond utilisés pour I'élimination de déchets industriels liquides (325 a 374
mg.L™ de xylénes aux profondeurs de 61 & 192 m) [35] ; et un bassin d'élimination encore
exploité pour éliminer des produits chimiques industriels (jusqu'a 1700 mg.L™ d'o-xyléne
ainsi que 3 100 mg.L™ de m- et de p-xylénes) [24, 35].
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1.4. Toxicités des xylenes

1.4.1. Toxicités humaines

La toxicité aigué des xylénes est commune a celle de la plupart des hydrocarbures
liquides. L’intoxication par ingestion entraine des troubles digestifs (douleurs abdominales,
nausées puis vomissements suivis de diarrhées), une dépression du systeme nerveux central
(syndrome ébrieux puis troubles de la conscience) et une pneumopathie d’inhalation [21].

Des céphalées et une asthénie apparaissent & des concentrations de I’ordre de 200 mg.m’,
puis une sensation de vertiges et une confusion accompagnées de nausées suivent et, enfin, un
coma survient lors d’exposition a de trés fortes concentrations [21].

Selon certaines études, une irritation des voies respiratoires peut apparaitre lors de
I’exposition pendant 15 minutes & 100 mg.m™ et une irritation oculaire modérée est observée
a 200 mg.m* [21]. Les projections oculaires sont responsables d’irritation cornéo-
conjonctivale dont la gravité dépend de la quantité et du temps de contact [21].

Des effets transitoires tels que le déséquilibre du corps au niveau musculaire et la
baisse du temps de réaction commandé par le cerveau ont été observés chez des volontaires
exposés & des concentrations de 200 mg.m™ pour des durées d’expositions variables (de 20
min a 8 h) [21].

Les xylénes ont une action desséchante et dégraissante sur la peau en contact et sont

responsables de dermatoses d’irritations chroniques (peau seche et squameuse).

1.4.2. Toxicités fauniques et végétales

Des études sur des animaux ont montré que des concentrations de xyléne élevées
entrainent une augmentation du nombre d'animaux mort-nés, ainsi que des retards de
croissance et de développement. Dans beaucoup de cas, ces mémes concentrations ont
également des effets négatifs sur la santé des meres. L'effet d'expositions de la mere a de
faibles concentrations de xyléne sur le feetus n'est pas connu a I'heure actuelle [17].

Une étude des microbes dans le sol a montré que I’exposition aux xylénes n’avait pas
d’effet toxique [16].

Le xyléne est considéré comme une substance toxique, bioaccumulable et nocive pour
I'environnement. La valeur limite de concentration dans des rejets ne doit pas dépasser 1,5
mg.L ™ [20]. Etant des COV, leurs utilisations sont soumises & une directive qui vise & réduire
les émissions de COV. La valeur limite de concentration ne doit pas dépasser les 150 mg.m™
[36].
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LA BIODEGRADATION

Les caractéristiques du xyléne et sa toxicité cités au « chapitre | » ont poussé les états a
chercher individuellement et en commun a réduire ou enrayer toute pollution causée par cet
élément.

Sous I’influence des différentes législations, des actions de réduction des effluents ont
été menées par les industriels depuis plusieurs années. Elles auraient permis de réduire de 20
% des émissions industrielles entre 2000 et 2003 [20].

Les rejets gazeux représentent la trés grande majorité des rejets de xyléne. Il existe,
pour traiter ces rejets différents procédés [37] (voir Tableau 2 Annexe 1),

I1.1. Critéres de choix d’un procédé

Avant de s’attaquer a I’élimination des polluants un diagnostic complet est nécessaire
[36] : type de polluant, débit, concentration, température ..., I’ensemble de ces paramétres
entrera dans le choix de la solution a savoir le degré de protection de I’environnement visé, le
colt d’investissement et d’exploitation.

A ce propos il ne faut pas oublier que dans le choix d’un systéme de traitement, il faut
s’appliquer a protéger I’environnement dans son ensemble (air, eau, sol). Il faut par ailleurs
éviter les transferts de pollutions et le déplacement des problemes.

Dison d’emblée que la technologie du traitement des pollutions est en mesure de
satisfaire toutes les normes de qualité ou de stabiliser la situation actuelle. En fait
techniquement tout est possible a condition d’y mettre le prix [36].

La lutte contre la pollution n’est donc pas seulement un combat pour la qualité de la
vie mais un investissement économique rentable pour la collectivité, si I’on veut conserver la
méme qualité de I’environnement.

Donc la biodégradation présente alors d’avantage une meilleure méthode de
dépollution par des colts faibles voir négligeable, de plus qu’elle permet d’éviter tout
transfert de pollution. Les scientifiques du domaine cherchent & renforcer cette méthode en

optimisant I’ensemble des paramétres influassent.
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11.2. La biodégradation

La performance des méthodes biologiques pour le traitement d’une grande variété de
composés organiques et inorganiques est prouvée depuis déja plusieurs années. Leur

développement et leur utilisation a I’échelle industrielle croit de facon exponentielle [38].

Comparées aux technologies physico-chimiques, ou le contaminant est quelques fois
tout simplement transféré d’une phase a I’autre, les technologies de biotraitement présentent
la possibilité de dégrader complétement les contaminants en produits inoffensifs ou moins
polluants. De plus, les colts d’opération du traitement biologique sont généralement bas

comparés a ceux des processus physiques et chimiques [39]. (Figure 3)

L’organisation internationale des normes définit la biodégradation comme: «La
dégradation résultant de l'action de l'origine naturelle des microorganismes comme les

bactéries, les champignons et les algues » [40].

Traitements biologiques

Sortie effluents

Entré effluents Traité

Figure 2 : Schéma de principe du traitement biologique d’effluents et mécanismes
principaux d’élimination des substances prioritaires dans un réacteur biologique

conventionnel [39].
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11 .3. Facteurs influencant la biodégradation

Sachant que la biodégradation est présente seulement si la faune microbienne
développe alors et comme tout organisme vivant le développement microbien obéi a quelques

conditions.

11.3.1. Conditions physico-chimiques

Outre les exigences nutritives, le développement microbien dépend de conditions
physico-chimiques, certaines conditions sont obligatoires au développement et la survie des
cellules et d’autres sont facultatives [41].

11.3.1.1. pH

I1a un grand incidence sur I’équilibre ionique du milieu donc la perméabilité cellulaire
et disponibilité des substrats, il agit encore sur I’activité enzymatique extracellulaire [41].

Plusieurs chercheurs ont trouvé que la dégradation des hydrocarbures est plus élevée
dans des conditions légérement basiques. Quelques chercheurs conseillent un pH initial égal a
7 pour la dégradation des HAM en solutions aqueuses [42].

11.3.1.2. Température
La croissance peut étre assimilée a une réaction complexe suivant la loi d’Arrhénius
[41] :

—-AH
23 RT

Inp = % ou encore logu =

Avec:
AH : est I’énergie d’activation de la croissance (variation d’enthalpie);
R: constante des gaz parfaits;
T: température absolue en °K.

Selon S.Amir [43], la température est un facteur important dans la biodégradation des
hydrocarbures aromatiques.
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11.3.1.3. Action de I’oxygéne

L’oxygéne présent se limite a la quantité dissoute et qui est faible et rapidement
consommeée [41]. I’aérobiose est trés importante dans I’oxydation des HA et qu’un déficit en
oxygéne diminuait le taux de biodégradation [43].

11.3.2.Conditions nutritives

Les éléments nécessaires a la croissance sont : le carbone (C), oxygene (O), hydrogéne
(H), azote (N), en quantité importante. Phosphore (P), Soufre (S), en quantité plus faible et en
fin des oligo-éléments en quantités tres faibles (Ca, K, Mg, Mn, Fe.....) [41]. Un milieu riche
dans lequel des métabolites directement utilisables pour I’anabolisme sont présents et
assimilables donnera une croissance plus rapide.

Quelques chercheurs considerent qu’un rapport C: N : P de 100 :5 :1,7 est favorable a
la biodégradation de produits de pétrole dont les HA et il semblerait que I’azote et le
phosphore sont des facteurs limitant la biodégradation des hydrocarbures dans le sol selon
Mohn Stewart, Walworth et al. [42].

1.4. Biodégradation par des cellules immobilisées

L’immobilisation cellulaire consiste a retenir et localiser des cellules microbiennes
dans un espace précis du systeme de fermentation afin d’obtenir de hautes densités de
biomasse active [44].

Contrairement aux cellules cultivées dans un milieu liquide, I'immobilisation
cellulaire correspond a un état dans lequel les cellules ne peuvent pas se déplacer librement

sous I’effet d’un mouvement Brownien ou par sedimentation [45].

11.4.1. Techniques d’immobilisation cellulaire

En fonction de I’application et des caractéristiques des cellules a immobiliser,

différentes techniques ont été développées.

——
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11.4.2.1. Immobilisation dans des réacteurs a membrane

La technologie des réacteurs a membrane consiste a coupler un fermenteur a une unité
d’ultrafiltration ou de microfiltration. Les cellules ne sont alors pas immobilisées dans une
matrice mais retenues dans le systeme de fermentation permettant la diffusion de composés
solubles de petite taille, selon la porosité de la membrane choisie. Le renouvellement continu
du milieu de culture fermenté par addition de milieu frais dans le systeme permet de diminuer

I’inhibition par les produits du métabolisme bactérien [46].
11.4.2.2. L attachement ou I’adsorption a un support préformé

L’immobilisation cellulaire par adsorption a une matrice préformée ou support solide
est basée sur I’affinité des cellules pour certaines surfaces. Cette technique imite
I’environnement naturel des bactéries presque toujours associées a des surfaces et se
développant en biofilms [47]. L adsorption est obtenue par la mise en contact du support et
des cellules actives pendant une période définie dans le bioréacteur. Un choix judicieux de
support inerte ne nécessitant pas d’agent chimique pour I’adsorption permet une
immobilisation dans des conditions douces résultant en une viabilité élevée des cellules

immobilisées [48].

11.4.2.3. Immobilisation dans des matrices poreuses

Le procéde d’immobilisation cellulaire le plus répandu consiste a inclure une culture
bactérienne dans une matrice poreuse par la gélification d’une solution de polymére (k-
carraghénane, gomme de gellan, agarose, gélatine, alginate, chitosane). Comme les matrices
d’immobilisation résultent en des limitations de transfert de masse, les billes de gel sont en
général préférées aux films grace a leur géométrie sphérique augmentant la surface [49].

Les billes de gel sont produites en utilisant des méthodes d’extrusion ou
d’émulsification suivies d’une étape de durcissement par abaissement de température ou
I’ajout d’un agent gélifiant. Dans le cas de la méthode par extrusion, la solution liquide de
polymeére/culture bactérienne est extrudée par une seringue engendrant des gouttes sphériques
qui tombent dans une solution de durcissement. La technique par émulsion fait par contre

intervenir la dispersion de cette phase aqueuse de cellules/polymére dans une phase

——
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organique, résultant en une émulsion eau dans huile. Les gouttes aqueuses dispersées sont par
la suite durcies par abaissement de température ou par I’ajout d’un agent gélifiant [48] (figure
4),

Suspension cellulaire Solution d’Alginate
Substance biologique actives

17

D e
ALY
A N

7} 5.\0

]
II

2

Figure 3 : Technique d’immobilisation des cellules bactériennes [48].

L’ immobilisation permet de retenir les cellules microbiennes dans un systéme de
fermentation et d’obtenir des hautes densités de biomasse. Cette technique comporte de
nombreux avantages, mais aussi des inconvénients, comparés a des procédés utilisant des
cellules libres [45].

I1.5. Avantages et inconvénients des cellules libres et immobilisées
Cette technologie, comparativement aux systémes a cellules libres, permet

d’augmenter la productivité grace aux opérations en continu, a la haute densité cellulaire

maintenue dans les réacteurs et a la réutilisation des biocatalyseurs [46]. De plus,

—
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I’immobilisation cellulaire limite les risques de contamination et augmente la stabilité

plasmidique [50].

En générale I’ensemble des avantages et inconvénients des cellules libres et

immobilisées sont résumés dans les tableaux 3 et 4 [45, 48].

Tableau 3: Avantages et inconvénients des cellules immobilisées.

Cellules immobilisées

Avantages

Inconvénients

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

e Lavage de la biomasse du réacteur
empéché pendant la fermentation continue,
méme avec un taux de dilution élevé.
 Stabilité biologique et physique des
cellules plus élevee en raison de la
protection par le support.

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

* Codt réduit pour le traitement en aval du
milieu

* Rendements plus élevés pour la
production de métabolites secondaires
certains  effets

e Protection contre

inhibiteurs

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

« Stabilité mécanique et chimique de certains
supports peut étre insuffisante (cisaillement,
dissolution, décomposition par le produit)
 Prolifération cellulaire peut détruire la
matrice du support et les cellules se libérent
par la suite

* Limitations de diffusion peuvent restreindre
la bioconversion

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

» Nécessite d'entreposer les cellules ou de
prévenir leur mortalité lors des périodes

d'arrét de production

——
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Tableau 4: Avantages et inconvénients des cellules libres.

Cellules libres
Avantages Inconvénients
o Forte prolifération cellulaire. e Inhibition par le substrat et la toxicité pour
e Contacte direct avec le les microorganismes par des contraintes
polluant. diffusionnelles.

e Pas de protection cellulaire contre des
conditions environnementales défavorables.

e Cout élevé d’application.

e Nécessite de suivi des parametres

environnementaux.

11.6. La biodégradation du xyléne

Malgré leur solubilité modérée dans I'eau, les xylénes peuvent filtrer au travers des
sols. Les microorganismes du sol, des eaux souterraines, des eaux de surface et des sédiments
biodégradent les xylénes en conditions aérobies et anaérobies [51], en étant la seule source de

carbone et d’énergie pour des cultures bactériennes mixtes [52].

Attaway et Schmidt [53], montrent I’efficacité de dégradation de tous les BTEX par
une co-culture de deux souches de Pseudomonas putida. L’une dégrade préférentiellement le
benzene, le toluéne et I’éthylbenzéne et I’autre utilise le p-xyléne, I’0-xylene mais aussi le
toluene comme substrat pour sa croissance. Ces auteurs suggerent donc que la dégradation des

BTEX est améliorée par des cultures bactériennes mixtes.

Des travaux réalisés par Prenafeta et al. [54], sur la dégradation des BTEX par un
champignon (Cladophialophora sp., souche T1) montrent I’aptitude de cet organisme, tout
comme celle des bactéries, a dégrader ces molécules, par assimilation et cometabolisme. Le
toluéne et I’éthylbenzéne servent comme source de carbone et d’énergie alors que le xyléne

est cométabolisé [55].

——
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Les microorganismes réussissent a dégrader les xylénes par oxydation du noyau
aromatique et des groupements méthyle et donnent ainsi des produits tels que les
diméthylphénols, l'acide méthylsalicilique, les acides toluiques et, quand le noyau aromatique
est rompu, des méthylcatéchols [54].

La figure 5 présente les mécanismes de dégradation du Benzene comme exemple

d’oxydation du noyau aromatique :

v" Dihydroxylation du cycle aromatique ;
v" Clivage du cycle aromatique dihydroxyle par une oxygénase avant d’étre assimilé sous
forme de pyruvate et d’acétaldéhyde ou sous la forme de succinate.

OH

0, OO0, oo
— —
_COH

OH

Figure 4 : Présentation schématique de la dégradation aérobie du benzéne.
11.6.1. Parametres de dégradation du xyléne

Dans cette section, seules les voies métaboliques pour I’oxydation des 3 isomeres du
xyléne seront décrites.

11.6.1.1. Para- et Méta-xylene

L’oxydation microbienne dT xylene débute par le groupement méthyle ou I’anneau
aromatique dépendamment de I’organisme employé. D’aprés Davey et Gibson [56], les
réactions initiales du catabolisme de p- et m-xyléne par Pseudomonas Pxy sont représentées
par des oxydations successives d’un groupe méthyle pour former un acide toluique (Figure
7). Par la suite, I’acide toluique est rapidement oxydé en meéthylcatéchole qui serait un
substrat pour la fission enzymatique du noyau aromatique. D’autre part, Gibson et al. [57],
ont proposé une oxydation directe de I’anneau aromatique de p- et m-xyléne par
Pseudomonas putida 39/D a travers leurs intermédiaires cis-dihydrodioles (Figure 6).

——
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Figure 5 : Voie métabolique proposée par Gibson et al., pour I’oxydation de p-xylene
par P. putida 39/D [43].
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Figure 6 : Voies métaboliques proposées par Davey et Gibson, pour I’oxydation de p- et m-
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11.6.1.2. Orto-xyléne

En ce qui concerne I’orto-xylene [58], rapportait qu’aucun microorganisme capable
d’utiliser le p- et le m-xyléne n’avait la capacité de croitre sur I’o-xyléne, ce qui suggere
I’importance de la position du groupement méthyle sur I’anneau aromatique [39]. De plus,
aucun article n’était jusque la apparu sur I’isolation d’un microorganisme utilisant I’orto-

xyléne comme substrat de croissance.

Seuls Raymond et al. [59], avaient démontré la co-oxydation de I’0-xylene en acide o-
toluique par une souche de Nocardia isolée sur n-paraffine indiquant ainsi que I’oxydation de
I’0-xyléne se produit a partir d’un groupement méthyle. C’est en 1987 que I’équipe de Baggi
et al. [60], publia ses résultats sur I’isolement d’une souche de Pseudomonas stutzeri capable
de dégrader I’0-xylene en tant que seule source de carbone (Figure 8). L’hypothése suggérée
était que les premiéres étapes de la croissance sur o-xyléne impliquent I’oxygénation directe

du noyau aromatique.

cH, |
L T
o

“CH tleavage

4

Figure 7 : Etapes initiales proposées par Baggi et al. pour le métabolisme de I’0-xyléne par P.
stutzeri. I, o-xyléne [60].
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L’expérimentation de notre projet sur «la biodégradation du xyléne par les
Streptomycétes » a été réalisée au sein du Laboratoire des écosystémes aquatiques du
CNRDPA de Bou-Ismail (wilaya de Tipaza), dont’ il s’integre dans le cadre des activités de
recherche sur la biodégradabilité des composés organiques et des hydrocarbures en vue d'une
application de biotraitement.

Dans le but d’améliorer nos connaissances sur la biodégradation des hydrocarbures,
nous avons entrepris une étude de la dégradation du xyléne par des souches de Streptomycetes
(comme seules sources de carbone et d’énergie) reconnus comme toxiques, afin d’avoir une
meilleurs connaissance de I’influence du pH et de la concentration du xylene sur leur

biodégradation, la production des métabolites et I’immobilisation des Streptomycétes.

111.1. Méthodologie

Cette partie décrit la méthodologie du travail expérimental, elle comprend les étapes
suivantes :
v' Suivie de la biodégradabilité du xyléne en optimisant quelques paramétres de controle;
v' Suivi de la cinétique d’utilisation du substrat;
v’ Essais de I'immobilisation des Streptomycetes.
Dont les protocoles expérimentaux sont détaillés dans la planche ci-aprés.

I11.1.a. Choix de la souche bactérienne:

Nous avons choisi les Streptomycetes comme agent de biodégradation  des
hydrocarbures cas du xyléne vis-a-vis ses caractéristiques :

v Résistance a la sécheresse et au pH [61].

v Capacité a se développer sur les substrats les plus divers [62].

v' Synthése de tres nombreux métabolites bioactifs, parmi lesquels les enzymes, qui
apres les antibiotiques sont les produits les plus importants [62], qui leur font les
candidats appropriés pour la bioremédiation [61].

v" Pour son potentiel de dégradation des hydrocarbures (aromatique polycyclique telle
que I’anthracéne, dont elle a fait preuve d’élimination de plusieurs composés

complexes toxiques [63].

——
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Dans la figure 9 sont présentées les morphologies du genre Streptomycétes. Il est
caractérisé par la formation du mycélium et un cycle de reproduction unique chez les

procaryotes.

Figure 8 : (a) Thalle de la souche (mycélium aérien). (b) Observation au microscope
optique (Gx100). (c) Observation au microscope électronique [62].

Les Streptomycetes sont des bactéries saprophytes du sol apparaissant sous forme de
filaments ramifiés portant des conidies en chaines par fois trés longues. Elles sont aérobies et
a métabolisme fortement oxydatif, leur température optimale est de 25 a 35°C et leur pH
optimale 6,2 a 8, les colonies sont de grandes tailles, souvent pigmentées et d’aspect fongique
[64]. Elles synthétisent de trés nombreux métabolites bioactifs, parmi les enzymes. L’action
des enzymes du catabolisme conduit a la dégradation des nutriments et sources d’énergie plus

ou moins complexes [62].
I11.1.b. Présentation du biotope

L'isolement de souche de streptomycétes a été effectué a partir du sol humide de
Boufarik « la Mitidja ». L'échantillonnage a été effectué au mois de novembre 2007 [14].
L’isolement est basé sur la capacité de souche a croitre sur les acides humiques en tant que

macromolécule poly-aromatique.

I11.1.c. Conservation de souches pures et préparation de I’inoculum

Les souches pures ont été repiquées sur milieu ISP9 solide et conservées a 4 °C. La
composition de milieu ISP9 (g/1) est détaillée dans I’annexe I1.

Afin d’atteindre la phase exponentiel de croissance, la souche a été mise en culture dans
un milieu nutritif d’ISP9 pendant 3 jours. Aprés croissance, I’inoculum formé a été inoculé
dans le milieu minimum (MM) contenant différents concentration du xyléne.

( 1
{ 2 )
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Figure 9 : Etapes de préparation de I’inoculum bactérien. La biomasse apparait en forme
sphérique (indiquée par fleche).

I11.2. Suivie de la biodégradabilité du xyléne

La littérature montre que plusieurs études ont été réalisées sur la biodégradation du
xylene par exemple : Baggi et al. [60] ont utilisé la souche Pseudomonas stutzeri pour la
dégradation de I’0-xyléne. Quant a Gardin et al. [65], un mélange d’organismes constitué de
sept souches de bactéries et de trois souches de levures a été sélectionné pour la dégradation
de xyléne. En 2005 Marcelo et al. [66], Shim et Yang [67] ont étudié la dégradation des
BTEX par Pseudomonas putida et Pseudomonas fluorescens. En 2010, Saghafi et al. [68] ont
étudié la biodégradation du xyléene sur un biofilm de Pseudomonas putida. Chakraborty et al.
[69], ont étudié la biodégradation anaérobique du xyléne par Dechloromonas Strain RCB.

Mais nous n’avons pas trouvé dans la littérature des études sur la dégradation possible
du xyléne par les Streptomycétes, il était donc impératif de ne pas seulement expérimenter
cette dégradation, mais aussi de vérifier la tolérance de ces souches et les effets du xyléne sur

leur croissance.

111.2.1. Vérification de la tolérance des Streptomycetes et I’effet du xylene sur leur

croissance

Avant la réalisation de nos expériences dans la biodégradation du xyléne, nous avons
vérifié la tolérance de Streptomycetes et I’effet du xyléne sur leur croissance par incubation de
la souche dans un milieu contenant du sol dont on a introduit une concentration de 300mg.L™

—
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du xyléne, en méme temps, une préparation des témoins sans xylene et indispensable pour la
confirmation.

Apres 6 jours d’incubation un repiquage sur ISP9 solide a été réalisé afin de confirmer
la survie des souches ou non (figure 11). Les résultats obtenus sont illustrés par des photos

prises le jour méme.

Echantillons

Figure 10 : Repiquage sur ISP9 solide apres 6 jours d’incubation. Le xylene représente la

seule source de carbone et d’énergie.

111.2.2. Optimisation de quelques parametres de dégradation

Plusieurs facteurs biotiques influencent la biodégradation ont été étudiés a savoir : la
concentration du xyléne, et le pH. Toutes les expériences de dégradation ont été réalisées dans
des Erlenmeyers 250ml contenant 100 ml de milieu de culture sous agitation, la température
est fixée a 30 °C a I’abri de la lumiére.
L’analyse quantitative du xylene résiduel est réalisée par CPG et par spectrophotométrie UV-
vis (208nm).

Le déroulement des essais réalisés est réesumé dans le protocole expérimental suivant :

- Préparer le milieu de culture ISP9 (1% glucose) annexe 11 ;

- AjusterlepHa6,2et7,2;

- Pour chaque pH introduire des concentrations de 100 mg.I*, 200 mg.I" et 300
mg.I" du xyléne,

- Dans une zone stérile (bec benzéne) ajouter 2% d’inoculum dans les Erlenmeyers
témoins ;

- Autoclaver le tous ;

]
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- Dans une zone stérile ajouter 2% d’inoculum dans les échantillons (sauf les
témoins) ;
- Incuber le tous & 30 °C sous agitation 150 tr.min™ & I’abri de la lumiére ;
- Prélever 10ml de I’échantillon en conditions stériles pour analyse.
La variation du pH de milieu de culture au cours de I’incubation est mesurée a I’aide d’un

pH-métre (de marque HANNA pH 211) annexe 111, préalablement étalonné.

e Traitement de I’échantillon :

Des volumes de 10 ml sont prélevés chaque jours dans des conditions stériles a partir
des cultures, puis filtré afin d’élimination de la biomasse.

Une extraction du xyléne résiduel est effectuée par extraction liquide /liquide avec un
solvant organique d’hexane (50/50%, v/v), puis une agitation par vortex (annexe I11) de 2a 5
min.

On laisse reposer I’échantillon jusqu'a que deux phases apparaissent. Récupérer la
phase organique et analyser.

e Estimation de la réduction par Spectroscopie UV-visible :

Les maxima d'absorption du xyléne utilisé sont obtenus a l'aide d'un
spectrophotometre UV-Visible de marque JENWAY (annexe I11). Les échantillons
sont analysés en solution avec une cellule en quartz de 1 cm d'épaisseur. Les spectres
ont été tracés de 200 a 800 nm apres réalisation d’une ligne de base sur toute la

longueur d'onde du spectre a tracer avec la cuve remplie du témoin chimique.

Afin d’estimer I’optimum de la concentration, nous avons mesuré le pourcentage de la
réduction (%R) du xylene par I’estimation de I’ Absorbance a 208 nm.
Le pourcentage de la réduction du xylene (%R) est déterminé en utilisant la formule
suivante :
(Abs0—Abst)

R% = 100
Abs0

——
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111.3. Suivi de la cinétique d’utilisation du substrat (xylene)

Le méme protocole expérimentale de I’optimisation de la biodégradation a été utilisé
sauf que dans cette partie les paramétres ont été fixés (I’optimum) a un pH = 6,2 et des
concentrations du xyléne = 200 mg. L™ et 300mg. L™. Les prélévements étaient chaque heure.

Cette partie du travail nous a permis la mise en évidence des produits générés apres

dégradation qui sont faites par I’analyse CPG.

e Analyse des métabolites intermédiaires de la dégradation par CPG

Cette méthode spectrale permet de suivre les modifications qui se produisent dans le
milieu durant le processus de dégradation du xylene en détectant I’apparition ou I’absence des
pics.

Les sous produits de la biodégradation sont caractérisés par chromatographie en phase
gazeuse en utilisant un appareil de marque SHIMADZU de type GC-17A (annexe I11), mené
d'un detecteur FID et d'un intégrateur. La colonne utilisée est : la colonne capillaire SE 30
(apolaire de type FSCW 0,25 mmx25m, I'épaisseur du film de phase stationnaire déposée est
de 0,25 um. La température de I’injecteur et détecteur est de 250 °C. Le programme du four
est augmenté de 60°C & 80°C par 2°C.m™, et de 10°C.m™ jusqu’a atteindre 200°C.m™ Le gaz

vecteur est I’azote.

Les résultats sont représentés sous forme de chromatogrammes intégrés qui permettent

la détermination de la concentration du xyléne résiduelle et la présence des métabolites.

Note : Les mesures ont été réalisées aussi bien avec le test qu’avec les témoins (un témoin
chimique sans souche bactérienne et un témoin biologique sans xyléne incubés sous les

mémes conditions de celui du test).

——
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I11.4. Immobilisation des Streptomyceétes dans des matrices poreuses « billes d’alginate

de sodium »

Le but principal de cette partie est de piéger les souches bactériennes au sien des
bielles d’alginate en vue de son immobilisation.

L’étude réalisée par Yesmin Kac et al. [70], sur les bielles gélifiées a base d’alginate
issu de I'immobilisation de Phanerochaete chrysosporium, ont montré une haute efficacité
pour éliminer les ions Cd** et Hg”** en solution aqueuse alors que Pan Xiangliang et al. [71],
ont préfére d’encapsuler le Pleurotus ostreatus afin de les utiliser dans I’élimination des ions
plomb.

Tandis que Zumriye et al. [72], ont étudié la biosorption des molécules aromatiques
(phénol) par des souches immobilisées dans un lit en continu fermé.

Cette présente étude a son tour vise a vérifier la dégradation du xyléne par des bielles
d’alginate de sodium, issus de I’immobilisation des Streptomycetes. Afin de réaliser cette

encapsulation, on a opté a suivre les étapes suivantes :

A. Préparation de la solution polymere : La poudre de polymére (alginate de
sodium) a 1,5% est dispersée dans I'eau non préchauffé sous une forte agitation jusqu'a
I’homogénéisation totale (7h).

B. Préparation des billes : La biomasse est introduite dans la solution polymere
dans des conditions stériles selon le type de bielles désirées (billes seules, billes a
biomasse active, billes a biomasse inactive) ; Le protocole utilisé dans cette partie est
rapporté selon les étapes suivantes :

o Billes a biomasse active : introduire 2% de I’inoculum dans la solution
déja autoclavée;

o Billes a biomasse inactive : introduire 2% d’inoculum dans la solution
puis autoclaver le tous;

o Billes seules (sans biomasse) : ne rien rajouter a la solution, I’autoclaver

directement.

Remarque : I’autoclavage ce fait a 121 °C pendant 15 min.

——
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Figure 11 : Diagramme de complexassions des ions de calcium sur I’alginate.

Selon le diagramme de complexassions dans la figure si dessus la solution d’alginate de
sodium a été introduite dans une solution de chlorure de calcium CaCl, (0,1M) stérile, par
I’introduction goute & goute & travers une pompe péristaltique avec un débit de 2,27 ml.min™
afin d’assurer la complexassions et la bonne formation de bielles.

La formation des billes se fait lors de contacte entre les gouttelettes du gel d’alginate de
sodium et le CaCls.

Pour tous types de bielles, nous avons choisis comme temps de maturation dans la
solution Ca** un temps de 10h. Celui-ci est jugé largement suffisant pour s’assurer qu’une

bonne gélification a eu lieu [73].

Les billes formées sont bien rincées plusieurs fois avec de I’eau distillée stérile afin
enlever I’excés des ions Ca" et les cellules non capturées.

La figure 14 résume I’ensemble des étapes de préparation des billes d’alginates.

—
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Figure 12: Etapes de préparation des billes d’alginates, (A) : stérilisation du matérielles,
(B) : introduction goute a goute dans CaCl,, (C) : formation de billes, (D) : filtration et lavage

des billes.

e Suivie de la dégradation : Apres une bonne gélification des billes, les cultures
immobilisées sont introduites dans le milieu de dégradation (ISP9) & 200mg.I" de
xylene.

Comme élément de contr6le on a choisis de limiter la croissance bactérienne, donc on
a opté a diminuer la concentration du substrat & 100mg.I* puis incuber les billes dans un
milieu a faible conditions de croissance contenant quelques éléments essentiels (eau + EMT).

Tous milieu est mis sous agitation et incubé a 30 °C, un prélevement de 10ml
d’échantillon est effectué chaque heure, le xylene résiduelle est extrais puis analysé par
spectroscopie UV-vis, les résultats de ces essais sont illustrés par des graphes exprimant le
pourcentage de réduction de différents type de billes en fonction de temps. Pour mieux
visualiser le phénoméne une autre culture de billes a été introduite dans le milieu ISP9.

—
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I11.5. Immobilisation par I’attachement a un support « Application sur sol contaminé »

Afin d’introduire la souche bactérienne sur un support naturel, on a opté a la cultiver
sur un sol contaminé par le xyléne (comme seul source de carbone), et pour réaliser cette
application on a suivi le protocole ci-apres :

- Prendre 2g du sol calciné de la région de la Mitidja;

- Ajouter 50ml et/ou 2ml d’eau distillée;

- Autoclaver le tous a 121°C pendant 20 min;

- Introduire 2% de la culture bactérienne agée de 5 jours, dans chaque Erlenmeyers;

- Ajouter 200mg.I" du xyléne stérile ;

- Préparer des témoins biologiques on introduisant 2% de la biomasse dans chaque
erlenmeyers (50ml, 2ml) avant I’autoclaver, puis les faire subir un autoclavage a
120 °C, aprés refroidissement ajouter 200mg.I™" du xyléne stérile :

- Meétre 2g du sol dans 50ml, 2ml d’eau distillée, autoclaver le tous puis ajouter
200mg.1" du xyléne, pour I’obtention de témoins chimiques ;

- Incuber le tous & 30°C sous agitation 150 tr.mn™ ;

Figure 13 : Différents échantillons préparés pour I’application in situ.

Analyse des échantillons: Apres 3 jours d’incubation sous les mémes conditions de

température et d’agitation, les échantillons on été analysés par deux méthodes (biologique et

spectroscopique) :

—
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- Méthode de confirmation biologique

Réaliser un repiquage de chaque échantillon sur milieu ISP9 idéal solide et milieu
solide & 100mg.I"" du xyléne.

Le suivie de la croissance bactérienne est réalisé par dénombrement effectué chaque

jours apreés I’incubation sur milieu solide & 100mg.I™" du xyléne pendant 3 jours.
- Méthode de confirmation spectroscopique
Ajouter un pourcentage de (50/50% ; v/v%) d’hexane a la culture des Erlenmeyers,

mélanger au vortex pendant 2 a 3 min et récupérer la phase organique, puis analyser par UV-
vis a 208 nm.

——
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IV.1. Suivie de la biodégradabilité du xyléne

IV.1.1. Vérification de la tolérance des Streptomycétes et I’effet du xyléne sur leur

croissance

L’influence du xyléne sur la croissance des Streptomycétes lorsque le solvant est

ajouté au milieu de culture est représenté dans la figure 15.

Figure 14 : Croissance bactérienne sur milieu d’I1SP9 solide aprés 2 jours d’incubation :

Les figures ci-dessus montrent une croissance considérable de la souche
Streptomycétes (AB1) dans un milieu contenant une concentration de 300mg.L™ du xyléne, se
qui confirme la non mortalité bactérienne. De plus que cette tolérance, la souche bactérienne
semble utiliser le xyléne comme source de carbone, ce qui a été confirmé par I’absence de
croissance dans le milieu sans xyléne (absence de source de carbone), tandis que dans le
milieu contenant du xyléne la souche AB1 montre une résistance méme apres 6 jours.

Alors cette souche semble étre tolérante a ce solvant tel que le xyléne, comme le
confirme I’étude de Labrecque Marie-Héléne [39], sur deux levures (Kluyveromyces
marxianus et Saccharomyces cerevisiag) qui ont montré une croissance en présence de
xylene, méme si la concentration de celui-ci atteint 25% (v/v) , tandis que I’étude de Sikkema
et al. [74] affirme que la plupart des solvants organiques tel que le xyléne sont généralement
biotoxiques et inhibent la croissance des microorganismes méme a de faibles concentrations
(0,1% vl/v), car ils s’accumulent dans les cellules et affectent leur membrane cellulaire.

—
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IV.1. 2. Optimisation des conditions de dégradation

Dans le but de connaitre I’évolution de la réduction du xyléne en fonction du pH et la

concentration en substrat, on a opté a varier ces derniers.
Selon Guiraud [41], « un développement qui peut avoir lieu a un pH et a une température
donnés peut étre inhibé lorsque les deux conditions se cumulent ». Pour cela on c’est intéressé

a étudier I’interaction entre les différentes concentrations choisis et la variation du pH.

Les résultats obtenus lors de cette variation sont représentés dans les figures 16-21.

100 6.3
90 6.25
80 6
o 70 -~
E 60 6.15
o
E 50 6.1 =r:|.
e 40 6.05
30
6
20
10 5.95
0 T T T T 59
0 1 2 3 4 5
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Figure 15: Variation du pourcentage de la réduction du xyléne et du pH en fonction du temps

d’incubation : & pH initiale égale 6,2 et la concentration initiale du xyléne égale 100mg/I.
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100 - - 1.3

% Reduction

Temps ( jour)

Figure 16: Variation du pourcentage de la réduction du xylene et du pH en fonction du temps
d’incubation : & pH initiale égale 7,2 et concentration initiale du xyléne égale 100mg/I.

Les figures 16-21 illustrent les pourcentages de réductions du xyléne a différents pH et

concentrations.

La réduction de la concentration du xyléne commence des les premiéres heures d’incubation

jusqu’a une élimination compléte au bout d’une période moyenne comprise entre 1 a 5 jours.

Par exemple les figures (16 et 17) illustrent le taux de dégradation du xyléne par la souche

AB1 & une concentration initiale de 100mg.I™ en variant le pH initial du milieu de culture.

La meilleure dégradation du xyléne est obtenue a pH 6,2 avec une élimination élevée et rapide
(86%) remarquée au premier jour suivi d’une élimination presque totale (95%) du xyléne au

bout de moins de 5 jours d’incubation.

Notons aussi que les procédés biologiques sont toutefois trés sensibles aux fluctuations de la
concentration de la source de carbone et les sous produits de dégradation puisqu’a partir
d’une teneur seuil, I’activité microbienne est inhibée [75], de ce fait, les variations de taux de
dégradation observées au niveau de la figure 17 peuvent étre expliquées par ce phénomene (1

jour de dégradation).

—
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A pH initiale (7,2), le pourcentage de réduction du xyléne par la souche AB1 atteint les 70%
au premier jour mais cette dégradation ne cesse pas a diminuer jusqu’a atteindre les 36%. La
fluctuation dans la biodégradation du xyléne par la souche AB1 a pH initial égale 7,2
probablement due a la présences des sous produits comme I’explique Arnaud [76] qu’en
présence de I’acide chlorhydrique, (ajustement de pH ajout de HCI), les xylénes peuvent subir
une chloration qui fournit des dérivés d’addition comme I’hexachlorocyclohexane utilisé
comme insecticide ces dernier ont probablement des effets sur le fonctionnement bactérien
ainsi la vitesse de biodégradation qui peut étre expliquée par une décroissance de I’activité
enzymatique, cette diminution est remarqué par I’abaissement du pourcentage de réduction du
xylene a pH initiale 7,2. Ou par les métabolites issues de la dégradation, sachant que ces
composés xénobiotiques peuvent provoquer des ralentissements de croissance de la
microflore voire une inhibition compléte méme a des concentrations relativement basses [77].
Les résultats obtenus a des différentes valeurs de pH montrent que la souche dégrade
rapidement ce composé dans des conditions du pH égal a 6,2. Delarras [64] confirme que
c’est le pH optimal de dégradation de xylene.

On remarque aussi une variation du pH du milieu aprés incubation cela revient probablement
aux métabolites intermédiaires. Un processus microbien fait intervenir la consommation du

substrat et la formation de biomasse et de produits, ainsi qu’un dégagement de chaleur [41].

En effet, la consommation du substrat génére des produits, qui leurs nature influence sur le
milieu de culture, les figures 16 et 17 montrent une diminution du pH pendant la dégradation
du substrat ce qui est expliqué par la présence de métabolites légerement acides (groupe
carboxyle) [77]. Effectivement on a constaté qu’aprés 1 jour d’incubation la valeur de la
longueur d’onde maximale (A max) devenus 318 nm avec une absorbance Abs = 0.109, au
lieu de 208 nm de départ, cette valeur probablement présente I’absorbance des sous produits
qui ont été générés durant la dégradation du xylene.

——
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Figure 17 : Variation du pourcentage de la réduction du xyléne et du pH en fonction du temps

d’incubation : a pH initiale égale 6,2 et concentration initiale du xyléne égale 200mg/I.
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Figure 18 : Variation du pourcentage de la réduction du xyléne et du pH en fonction du temps

d’incubation : a pH initiale égale 7,2 et concentration initiale du xyléne égale 200mg/I.
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Figure 19 : Variation du pourcentage de la réduction du xyléne et du pH en fonction du temps
d’incubation : a pH initiale égale 6,2 et concentration initiale du xyléne égale 300mg/I.
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Figure 20 : Variation du pourcentage de la réduction du xyléne et du pH en fonction du temps

d’incubation : a pH initiale égale 7,2 et concentration initiale du xyléne égale 300mg/I.

—
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Pour des concentrations du xyléne relativement plus élevés (200 et 300mg.I™), on remarque
que les taux de dégradations sont de I’ordre des 99%, ces pourcentages ont été enregistrés au
bout d’un jour pour toutes concentrations et chaque pH. C’est clair que le temps pris par la
souche AB1 pour la dégradation du xylene ne dépend pas de sa concentration initiale. Figures
(19-22).

Le suivi de changement du pH illustré aux figures (18-21) présente un moyen tres efficace
pour suivre les voies métaboliques de dégradation.

La diminution du taux de réduction du substrat montre que le pH du milieu a une influence
sur la dégradation du xylene dont on remarque qu’a pH = 7,2 le taux de réduction attint son
maximum a 80% suivi d’un déclin qui revient probablement a la formation de quelques

dérivés qui inhibent I’activité bactérienne lors de I’ajustement du pH.

Le changement du pH du milieu de culture microbien est lié aux voies métaboliques car un
virage vers I’acidité explique la dégradation du substrat par voie fermentative par contre un
virage vers I’alcalinité justifié I’alcalinisation du milieu par production des sels d’ammonium

suite a une désamination du substrat [77].

Les résultats obtenus nous permettent de conclure que la souche AB1 peut métaboliser le
xylene (seule source de carbone et d'énergie) pour croitre et se développer a différentes
concentrations ce qui vient confirmer la remarque signalé a la premiére partie du travail, ces
résultats sont similaires a ceux trouvés par Marie-Hélene [39], dont elle confirme que toutes
délutions (100, 1000, 2000 mg.I™) du xyléne n’a pas inhibé la croissance de K. marxianus et
de S. cerevisiae, par contre le pH optimale pour un bon taux de réduction du xyléne a été
marquer a 6,2 [64].

——
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Figure 21 : I’Effet de la concentration du xyléne et du pH sur I’activité de dégradation de la

souche AB1 pendant 3 jours d’incubation

L’histogramme présenté a la figure 22 résume I’ensemble des résultats obtenus lors de
I’optimisation des paramétres (pH et concentration du substrat), d’ont il est facilement
remarquable qu’a des concentrations de 1’ordre de 200, 300 mg.I"* les taux de rendement
toucheraient leurs maximums, comparés a ceux enregistrés dans le cas des 100 mg.I*, comme
il est remarquable qu’a pH=6,2 I’activité de dégradation de la souche et encore plus
importante qu’a pH = 7,2.

En guise de conclusion on a optimisé le pH et la concentration du substrat, les plus

performants & pH= 6,2 et concentration égale & 200mg.I™ et 300mg.1™.

IV.2. Suivi de la cinétique d’utilisation du substrat

Nos expériences de dégradation ont montré que la souche AB1 est capables de dégrader le
xylene, jusqu’a atteindre son épuisement totale, comme elles ont montré une haute résistance

a la toxicité du xylene, il a été biodégradé.

La partie suivante vise a confirmer cette biodégradation par I’estimation de la présence des

métabolites primaires.

—
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Figure 22 : Cinétique de dégradation & 200 mg.I™* du xyléne par AB1.
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Figure 23 : Cinétique de dégradation & 300 mg.I™ du xyléne par AB1.
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Les figures (23 et 24) montrent une capacité de dégradation tres importantes, car le taux
d’élimination atteint une valeur supérieurs a 96,84% et 99% pour des concentrations 200
mg.L™ et 300 mg.L™, respectivement, au bout de 5 h. Ces résultats ont été marqué par des
études récentes indiquant des rendements éleves d’élimination des BTEX de la phase liquide
dans les systemes biologiques aérobies avec une biomasse en suspension, jusqu’ a 99% et au-
del, avec des vitesses d’élimination proches de 20mg.L™.h™ [80] et [81].

Différentes études montrent, pour les substances volatiles, que la biodégradation entre en
compétition avec le phénoméne de volatilisation [82]. Alors les bilans matiéres effectués sur
des procédes de biodégradation des HAM doivent tenir compte de la part transférée vers la
phase gaz [83]. Chiang [84] a montré dans son étude sur la biodégradation du toluéne et le
xylene que la volatilisation n’est pas le mécanisme majeur responsable d’élimination du
xylene, Reardon et al. [85], a montré dans son étude de la biodégradation du toluéne par la
souche P. putida F1 que la volatilisation des substances est considérée comme inexistante (<
1% en systeme fermé). Cette conclusion nous permet d’on déduire que les rendements de
dégradation obtenus lors de ces expériences reviennent essentiellement au phénoméne de

biodégradation.

e Analyse des métabolites intermédiaires de la dégradation par CPG
La mise en évidence de produits générés de la dégradation du xyléne a été détectée par CPG.
Le milieu utilisé est celui contenant 200 et 300 mg.I"* du xyléne, notons que les tests de
biodégradation ont été assurés en conditions optimales: T° 30 °C et pH 6,2. Les spectres

obtenus sont donnés dans les figures 25 et 26.

En comparant les spectres d'un échantillon du xyléne issu d'une culture témoin (non
ensemencé) avec celle d'un xylene soumis a une activité microbienne par AB1. On a pu
obtenir une diminution importante de concentration du xyléne et formation des sous produits

qui sont résumés dans le Tableau 5.

Tableau 5 : suivie des nouveaux pics apparus lors de Iincubation détectés par CPG.

Temps d’incubation 2h 4h 5h 21h
Concentration substrat
200mg.I* 2,960 2,998 3,290 2,947
300mg.I* 0,767 1,36 2,950 -
2,956

——
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Figure 24 : Chromatogrammes CPG issus de la biodégradation du xylene (200mg/I).
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Figure 25 : Chromatogrammes CPG issus de la biodégradation du xyléne (300mg/I).
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D’apreés ces figures nous avons remarqué que, au temps zéro, le temps de rétention
était & 2,93min avec une surface de pic de 148914 pour une concentration de 200mg.I™, aprés
2 h d’incubation a 30 °C et pH 6,2, la surface du pic devient 3107. Apres 5 h d’incubation
dans les mémes conditions opératoires la surface est annulée pour les deux concentrations, ce
qui signifie que la concentration du xyléne dans le milieu de culture est devenue faible ou

nulle

IVV.3. Immobilisation dans des matrices poreuses « billes d’alginate de sodium »

L’introduction de la solution polymére (alginate de sodium) dans la pompe
péristaltique avec un débit de 2,27 ml.min™, nous a permis d’obtenir des bielles de 2mm de
diamétre. Le choix de ce diamétre s’est basé sur I’étude de Grattepanche [86], qui confirme
que la taille des billes influence également I’activité de la biomasse immobilisée. Des billes
d’un plus petit diamétre améliorent les transferts de masse d’ou une plus grande biomasse et
une plus forte productivité, tel qu’un diamétre compris entre 1 a 2 mm représentent un

compromis sélectionné par plusieurs auteurs.

Figure 26 : Photo réelle de billes obtenues par extrusion

La figure 28 montre une vue sous microscope optique (Gx40). D’aprés cette photo, on
remarque une bonne encapsulation de la biomasse dans les billes.

Figure 27 : Photo prise sous microscope optique de bielles d’alginate avec la souche AB1

—
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L’introduction de 4mg des billes dans un milieu & 200mg.L™ du xyléne a donné les taux de

réduction illustrés dans la figure 29.
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Figure 28 : Pourcentage de réduction sur billes d’alginate (dans milieu 1SP9) 200mg/l de

xyléne.

D’aprés Daugulis [87], le coefficient de partage octanol/eau, permet de qualifier
I’hydrophobicité d’une molécule. Plus il est important, plus la molécule aura tendance a
s’adsorber sur une surface solide, cette note a été soulignée dans ces résultats dont on
remarque une capacité élevé d’adsorption (70%) pour des billes d’alginates seules, suivie
d’une proportion de 80% d’élimination remarquee pour des billes a biomasse inactive, ces
pourcentages de réduction sont relativement élevés, par exemple, I’ajout du charbon actif
permet de traiter jusqu’a 95% d’un effluent contenant jusqu’a 80 mg.I™ de benzéne [88]. Mais
dans tous les procédes avec ajout d’adsorbant, les capacités d’adsorption tendent a diminuer
avec le temps, a cause d’une diminution des sites actifs libres. Une fois saturé, I’adsorbant
doit étre remplacé ou régénéré. La régénération chimique ou thermique est un procédé qui

peut étre couteux et limité par des composés adsorbés de fagon irréversible [89].

44
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La biorégénération apparait alors comme une alternative tout aussi efficace et beaucoup
moins couteuse, dans notre cas cette biorégénération est réalisée par I’introduction d’une
biomasse active au sien des billes gélifiées, le taux de réduction de cette matrice dans un
milieu & 200mg.I* du xyléne est rapporté dans la figure 29. Une augmentation de
I’élimination du substrat par des souches vivantes immobilisées dans les billes d’alginate
jusqu'a atteindre les 85% aprés 4 h d’incubation, des floculations d’élimination sont observées
a la 2°™ h, qui sont probablement dus & la désorption du substrat, la biodégradation de
composés dissous dans le milieu peut entrainer une désorption des composes fixés sur
I’adsorbant. La libération de sites actifs de I’adsorbant est alors permise par un gradient de
concentration favorable [90]. Cette libération permet a son tour la reprise d’adsorption, apres
5-6 h d’incubation, I’élimination du xyléne a pris ses maximum (90%), au-dela, on remarque
I’explosion et la dissolution de billes, celle-ci revient probablement a la croissance
bactérienne a I’intérieure des billes, I’étude bibliographique montre que la présence du milieu
biologique permet de régénérer I’adsorbant, mais le développement de la biomasse peut
limiter I’adsorption par les phénoménes de colonisation et relargage d’adsorbat [91], selon
Doleyres [92], le relargage cellulaire des billes de gel s’effectue spontanément sous
I’influence de la croissance bactérienne a la périphérie des billes et des forces de cisaillement
dues a I’agitation mécanique en réduisant I’épaisseur de la couche périphérique du gel

contenant la biomasse active, et aux collisions entre les billes.

Une petite comparaison des graphes rapportés a la figure 29, nous montre que les
pourcentages de réduction des différents types de billes ne se differes pas trop (80-90%), mais
il est clairement remarquable que la vitesse de dégradation n’est pas la méme, au premieres
heurs d’incubation des billes a cellules actives a montré une élimination de 60% du xyléne,
tandis que les billes sans biomasse ne dépassé pas les 20%, on peut alors conclure que la
biomasse introduite dans les billes d’alginate accélére la réduction du xylene.

——
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Figure 29 : Pourcentage de réduction sur billes d’alginate (dans milieu 1SP9) 100 mg.I* de

xylene.
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Figure 30 : Pourcentage de réduction sur billes d’alginate (dans I’eau) 100mg/l de xyléne.
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Les figures si dessus (30 et 31) expriment la variation du taux de réduction du xyléne a
100mg.1™" par différents types de billes et dans différents milieux (ISP9, Eau).

D’aprés la figure 30, le taux d’élimination du xyléne par les billes sans biomasse est
largement faible par rapport a celui des billes avec biomasse (active et inactive), dont on
remarque qu’parés 4 heurs d’incubation le xylene a été réduit de plus que 60% par les billes a
biomasse active ou par des cellules immobilisées, et 35% par des billes a biomasse inactive,
tandis qu’elle ne représenté que moins de 10% de réduction par les billes sans biomasse. Cette
diminution revient probablement a une adsorption compétitive des composés du milieu ISP9
cette compétition est confirmée par I’obtention d’une bonne cinétique d’éliminations lors

d’introduction des billes dans de I’eau.

En comparant les deux graphes des figures 29 et 30, le pourcentage de la réduction du xylene
par les billes & biomasse active a diminué de 90% a 70%, pour les concentrations de 200 et

100mg.I™ respectivement.

Cette diminution pourrait étre dus a :
- La concentration 100mg/l, est une concentration faible et peut étre considérée
insuffisante pour pouvoir étre "transformée”, la substance doit impérativement étre

accessible aux microorganismes.

- Les capsules d’alginate ne contiennent pas la méme quantité des cellules, (cela
veut dire, qu’il existe dans le milieu des capsules qui contiennent des quantités non
homogeénes des cultures bactérienne).

L’introduction des billes dans I’eau & 100mg.L™ de xyléne a donnée les résultats illustrés a la
figure 31.

Selon les graphes obtenus on remarque une réduction lente et faible du xyléne par les billes a
biomasse active, cette diminution et probablement liée a I’activité bactérienne qui s’est
affaiblie dans un milieu pauvre (eau) et une concentration du substrat jugée faible.
L’élimination par des billes a biomasse active introduite dans I’eau montre des taux faibles
comparé a celle obtenue par des billes sans biomasse, ceci peut étre expliqué par I’occupation
des souches les sites actifs dans le premier type de billes, tandis qu’ils sont libre dans des

billes sans biomasse.

——

]
471



Chapitre IV : Résultats et discussion

On peut donc conclure que la souche bactérienne croit sur les macrospores de I’adsorbant tout
en occupant les sites actifs, alors toutes anomalies ou diminution du fonctionnement bactérien
(dégradation) affectent le phénomeéne d’adsorption chez les billes a biomasse active.

Méme aprés 3 semaines d’incubation des billes dans I’eau & 100mg.L™ de xyléne, elles n’ont
montré aucun cas d’explosion ou de dissolution.

Par conséquent la croissance bactérienne est jugée d’étre responsable de I’explosion de billes

et le relargage cellulaire.
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Figure 31: Etude comparatif de biodégradation du xyléne par des souches libres et

immobilisées.

La figure 32 exprime le pourcentage de réduction du xyléne & 200mg.I™ par des souches libres
et immobilisées sur billes d’alginate de sodium.

Les quatre premiéres heures montrent un taux de dégradation croissant pour les deux formes
de billes avec une élimination de plus de 60% par les souches immobilisées au deux premieres
heures tandis qu’elle n’été qu’a 30% par les cellules libres cette différence revient
probablement & la protection des billes aux souches contre certains effets inhibiteurs [50].
Apres trois heurs d’incubation on remarque des taux d’élimination similaires pour chaque
type de souche, alors on peut conclure que I’'immobilisation des Streptomycetes sur billes
d’alginate de sodium semble étre efficace dont elle montre des taux d’élimination éleves (85%
a 90%), mais au-dela de 5h cette encapsulation n’aura plus d’effet alors que les cellules libres
continueront leur dégradation pour atteindre les 99,99%, cette diminution a été remarquée

—
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I’heure de I’explosion des billes, qui a entrainé un relargage cellulaire causé principalement
par la croissance bactérienne [93].

Le contact direct entre les cellules bactériennes et le substrat favorise sa biodégradation (le
substrat devient plus disponible), cette disponibilité a son tour a favorisé I’augmentation des
taux de réduction du xylene par les cellules libres, contrairement a celles immobilisées dans

des matrices poreuses.
IV.4. Immobilisation par I’attachement a un support « Application sur sol contaminé »
L’incubation sur un sol contaminé par le xylene a donné les résultats suivants :

e Résultats de la méthode de confirmation biologique

Une croissance importante sur boites d’ISP9iga repiquées a partir des échantillons de
dégradation tandis qu’une absence totale sur boites issues du repiquage des témoins
(biologiques et chimiques).

Une croissance moins importante sur boites de xyléne (figure 33), mais le suivie par
dénombrement (figure 34), a montré qu’au 1% jour la présence de 650 colonies bactériennes
qui deviens 756 colonies au bout du 2°™ jours prouvant une augmentation de 106 colonies par
jour, Iapparition de 81 nouvelles colonies au 3*™ jours montre toujours la croissance de
nouveaux germes méme aprés trois jours d’incubation et ceci révéle I’adaptation de la

microflore tellurique (représentée ici par les spores et cellules végétatives de la souche AB1).

Figure 32 : Croissance bactérienne apres 3 jours d’incubation, (A) : sur boites d’ISP9 ;

(B) : sur boites de xylene.

—
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Figure 33 : Suivie par dénombrement de la croissance bactérienne sur boites de xylene.
L’adsorption de la culture bactérienne sur le sol a été visualisée par microscope optique
(Gx100) (figure 35).

Figure 34 : Vue sous microscope optique (Gx100) du sol A : avant incubation, B : aprés
incubation.

—
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e Résultats de la méthode de confirmation spectroscopique

Les résultats d’analyse du xyléne résiduel des échantillons par spectroscopie UV-vis sont

représentés dans la figure suivante :
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Figure 35 : Pourcentage de réduction du xyléne dans différents échantillons : TB :

Témoin Biologique ; TC : Témoin Chimique ; R : Pourcentage de réduction.

A une absorbance initiale égale a 0,127, cette derniere n’a été trouvée qu’a 0,026 dans les
Erleynes de dégradation, exprimant alors les 79,52% de réduction du xyléne. Ce pourcentage
d’élimination peut inclure celui de I’adsorption par les grains du sol ou par celle des
membranes cellulaires des souches détruites existantes dans le sol [84], cette approche a été
dis confirmé par les faibles réductions des teneurs en xyléne (11%) dans les témoins

chimiques contenant que du sol + xylene.

La concentration initiale du xyléne introduite dans les témoins biologique a eu tendance a
rester constante méme apres 3 jours d’incubation, dont on remarque que 5% de cette
concentration qui disparaisse, ce qui nous permet d’en déduire que I’adsorption du xylene par
le mycélium des souches détruites existantes dans le sol ne présente pas un pourcentage

important dans son élimination.

—
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Les résultats obtenus a partir des témoins chimiques et biologiques confirment que les 79%
d’élimination du xylene du sol, reviennent principalement a la biodégradation par les

Streptomyceétes vivantes qui sont attachées au sol.

La mise en contacte des Streptomycetes avec le sol a induit une croissance trés importante de
cette souche microbienne sur ce support solide, la figure 35 illustre la colonisation totale des
cultures bactériennes les pores du sol incubé, sachant que cette adsorption est obtenue sans
ajout d’agents chimiques, on peut alors conclure que la souche AB1 éprouve une grande
affinité au surfaces du sol de la région de la Mitidja ce qui assure son immobilisation
cellulaire par adsorption a une matrice préformée ou support solide [48].

——
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CONCLUSION

Bien que [I'utilisation des xylénes présente un intérét pratique et économique
considérable, en particulier comme solvant dans différents industries, mais ils présentent
certainement une sérieuse source de pollution lors des rejets dans la nature.

L’objectif fixé de notre travail de recherche est de contribuer a la biodégradation du xyléene a
I’aide des microorganismes appartiennent aux Streptomycetes isolés a partir du sol de la
région de la Mitidja.

Cette étude a permis de faire un premier constat de I’influence du xyléne sur ce type
de microorganismes. L’élément majeur qui ressort de ces expériences est que la souche
utilisée est en mesure de croitre en présence du xylene, méme si la concentration de celui-ci
atteint les 300mg.I™".

Par cette recherche, un intérét particulier est tirer vis-a-vis la tolérance de ces bactéries
face aux solvants organiques toxiques. Il serait donc intéressant de tester une variété de
composés sur la souche Streptomycetes AB1 pour connaitre I’étendue de leur tolérance.

L’étude du potentiel biodégradatif du xyléne a été aussi réalisé en étudiant I’influence
du pH et la concentration du substrat sur cette dégradation par I’incubation des
microorganismes libres dans un milieu contenant le xylene comme seule source de carbone et
d’énergie, la duré d’incubation vise a permettre sa dégradation totale.

Il ressort de ces expériences que la souche utilisée est capable de dégrader le xyléne.
Cette dégradation peut atteindre un pourcentage de 99,95% en moins de 5 heurs a 30°C et pH
égale 6,2, cette dégradation a été accompagnée par la production de métabolites
intermédiaires ce qui confirme I’utilisation de ce solvant comme source de carbone et donc sa
destruction totale. Au vu des résultats obtenus nous pouvons donc en conclure que le xyléne
est facilement biodégradable par la souche ABL.

L’immobilisation des Streptomycetes par différents techniques a permet d’en déduire
les points suivants :

. Dans le cas de I’immobilisation dans des matrices poreuses « billes d’alginate
de sodium » : En premier lieu I’essai de I’encapsulation des Streptomycetes dans des billes
d’alginate de sodium a été réalisé avec succes, I’introduction de cette souche bactérienne
immobilisée dans un milieu & 200mg.I™" et 100mg.I"* de xyléne a montré des taux élevés

d’élimination respectivement (90%, 70%), mais dans un milieu ISP9 la durée d’incubation ne

——
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peut dépasser les 5 heures, afin d’éviter tous relargage cellulaire et I’explosion des billes, par
contre celles introduites dans I’eau résistés au-dela de 3 semaines.

. L’immobilisation par I’attachement a un support solide « sol contamingé » :

L’ attachement des cellules bactériennes sur le sol de la région de la Mitidja peut étre observé
a I’ceil nu, dont on remarque une croissance bactérienne trés importante sur les grains du sol
contenant le xyléne comme seul source de carbone et d’énergie. L’analyse spectroscopique du
xylene résiduel du sol a confirmé I’élimination de 79% du xyléne initiale qui reviennent
principalement a la biodégradation par les Streptomycétes attachées au sol et non pas par
adsorption sur les grains du sol ou le mycélium des souches préexistantes dans ce sol.

Cette présente étude permet de retenir les potentialités des souches sélectionnées en
tant que fortes dégradatrices des hydrocarbures monoaromatiques et de souligner I’importance
du sol Algérien comme un biotope bien adapté pour rechercher les microorganismes ayant
une capacité multiple en vue d’une application environnementale fortement souhaitable.

En perspective, il serait souhaitable de compléter cette étude par une approche plus

approfondie a savoir :

e L’optimisation d’autres paramétres de traitement (enrichissement par nutriments,
salinité du milieu et le volume d’inoculum) ;

e Une analyse qualitative de la dégradation du xyléne qui permettrait de mieux
comprendre le mécanisme microbien impliqué dans notre étude ;

e Mise en évidence des enzymes responsables a la biodégradation ;

o Caractériser le potentiel de production des biosurfactants, et I’exploiter pour la
bioremédiation des sites contaminés ;

e Renforcer I’étude de la dégradation immobilisées par I’optimisation de quelques
parametres ;

e Utiliser cette souche a fort potentiel dégradatif du xyléne dans le montage d’un
prototype de biofiltre en vue d’une application dans I’élimination des COV.

——
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GLOSSAIRE

A:

Acide succinique : Diacide carboxylique aliphatique, dénommé également acide butane-1,4-
dioique et de formule semi-développée HOOC-CH,—CH,—COOH.

Aérobie : Capacité (ou le besoin) d'un organisme ou micro-organisme a se développer dans
un milieu saturé en oxygeéne.

Anabolisme : Ensemble des réactions chimiques des organismes vivants permettant la
synthése de métabolites essentiels par l'alimentation.

Anaérobie : Capacité (ou le besoin) d'un organisme ou micro-organisme a se développer dans
un milieu ou il n'y a pas présence de dioxygéne (O).

Anthropique : En écologie, tous ce qui est résultat de I’activité humaine.
Asporulées : Type de reproduction sans spores qui se trouvent dans les sporanges.

Asthénie : Affaiblissement de l'organisme, fatigue physique. Elle peut concerner ['état
psychique, la libido ou I'intellect.

B:

Biofilm : Des communautés multicellulaires adhérant entre eux et a une surface, et marquée
par la sécrétion d'une matrice adhésive et protectrice.

Bioréacteur : Fermenteur ou propagateur, est un appareil dans lequel on multiplie des micro-
organismes pour la production de biomasse, pour la production d'un métabolite ou encore la
bioconversion d'une molécule d'intérét.

Bioremédiation : Consiste la décontamination des milieux pollués au moyen de techniques
issues de la dégradation par activités d'organismes vivants

Biosurfactants : Substances tensio-actifs synthétisées par les cellules vivantes.

C:

Catabolisme : Ensemble des réactions de dégradations moléculaires de l'organisme
considéré.

Céphalée : Symptéme subjectif se définissant comme des douleurs locales ressenties au
niveau de la boite cranienne, parfois unilatérales ou généralisées.

( 1
{ %6 }



Clivage : Aptitude de certains composees a se fracturer selon des surfaces planes dans des
directions privilégiées lorsqu'ils sont soumis a un effort mécanique (un choc ou une pression)

Comeétabolisme : Cosubstrat permettant la croissance des micro-organismes.

Craquage pyrolytique : Cassure de molécule organique complexe en éléments plus petits,
notamment des alcanes, des alcenes, des aldéhydes et des cétones a 500 °C environ.

D:

Dermatose : Toutes affections de la peau, indépendamment de leur cause. Il désigne
également les pathologies des muqueuses et des annexes cutanées (les phanéres : ongles et
cheveux).

E:

Enzyme : une protéine qui joue un rdle de catalyseur biologique (ou biocatalyseur), composé
qui facilite une réaction biochimique sans en modifier les produits.

F:

Facteurs biotiques : lls constituent une partie des facteurs écologiques de I’écosysteme. Il
s'agit des ressources alimentaires, des relations trophiques de coopération, compétition.

Fermentation : Réaction biochimique de conversion de I'énergie contenue dans une source
de carbone en une autre forme d'énergie directement utilisable par la cellule en anaérobie.

G:

Génotoxicité : Atteinte de l'intégrité physique cassure chromosomique ou fonctionnelle du
génome.

H :

Hydrolyse : Décomposition par I'eau grace aux ions HsO" et HO™ provenant de la dissociation
de l'eau.

Inhibiteur : Composé qui ralentit une réaction chimique ou biochimique.

Isomeres : Molécule organique qui posséde la méme formule brute qu’une autre molécule,
mais qui a une formule semi-développée ou une formule développée différente.




M:

Métabolisme : Est I'ensemble des transformations moléculaires et énergétiques qui se
déroulent de maniere ininterrompue dans la cellule ou I'organisme vivant.

O:

Oxygénases : Enzymes ayant pour fonction d'introduire un dioxygéne réduit dans une
protéine.

Ozone photochimique : Les oxydes d'azote réagissent dans la troposphére, sous I'effet du
rayonnement solaire, pour former de I'ozone photochimique, aux propriétés oxydantes.

P:

Percolation : Processus physique critique qui décrit pour un systéeme, une transition d’un état
Vers un autre.

Photo oxydation : Oxydation sous l'effet de I'énergie lumineuse (énergie photonique).

Photolyse : Toute réaction chimique dans laquelle un composé chimique est décomposé par
la lumiére.

Prolifération : Division incontrolée et excessive de cellules.

Pyruvate : CH3-CO-COO, un métabolite clé situé au carrefour de plusieurs voies
métaboliques majeures des cellules vivantes (cycle de Krebs) dans la mitochondrie

R:

Reformage catalytique : Méthode de raffinage pour convertir les molécules naphténiques en
molécules aromatiques ayant un indice d'octane éleve.

S:

Saprophyte : Tout microorganisme capable de se nourrir de matiére organique non-vivante
par l'intermédiaire d'une membrane, suite a une réaction enzymatique.

I

Toxicité aigué : Toxicité induite par I’administration d’une dose unique et massive de
toxique, dose qui risque a 50 % de tuer un étre vivant. Parfois notée LDs, de I'anglais Lethal
Dose 50 %.

——
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Troposphere : Partie de I'atmosphere terrestre située entre la surface du globe et une altitude
d'environ 8 a 15 kilométres.

V:

Voie métabolique : Concept recouvrant un ensemble de réactions biochimiques (anaboliques
ou cataboliques) liées par un substrat. C'est un ensemble ordonné d'enzymes et substrats.

X:

Xénobiotique : Substance qui est étrangére a I’organisme vivant possédant des propriétés
toxiques, méme a tres faible concentration (exemple des pesticides).

——

]
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ANNEXE |

Tableau 2 : les différents procédés applicable aux traitements des COV.

Procédé Application Description Performance du Cout
traitement - —
Installation Exploitatio
n
Séparation Solvants et vapeurs Séparation des gaz en | > 99,9 % pour | 300000€ 60000€/an
membranaire | d’hydrocarbures fonction de la cov (200
perméabilité avec | 90-99 % pour | Nm3/h)
possibilité de recyclage hydrocarbure
Condensation | Recondensation des | Condensation et | Division des | 500000€ (1000 Nm3/h)
cov récupération des vapeurs | concentrations pour une Installation de
concentrés pour la | par de 500 a1000 cryogénisation
réutilisation réduction de la
température
Adsorption Récupération des | Adsorption de surface | COV :80-95% | 240 m€ pour | 1000€ par
COV pour des gaz sur des solides Toluéne : 90% 1000 Nm3/h | tonne de
réutilisation ou | (charbon actif, zéolites) avec charbon
abattement de la régénération
pollution des
charbons
Lavage des gaz | Pour solvants | Les gaz solubles sont | COV :50-95% | Tres variable en fonction
solubles transférés dans la phase du
(ammonium, SO2) en | Aqueuse traitement de 600 a
vue d’une 33500%
Réutilisation
Biofiltration Pour polluant | Les effluents gazeux | Toluéne 80- | 5000-20000€ | 200€ par
facilement passe a travers un lit 95% m3
biodégradable biologique ou les | Hydrocarbure de
(hydrocarbures...) polluants sont détruits 75-95% produits
filtrant
Lavage des gaz | Pour des mélanges de | Les gaz solubles sont | COV : 5000-15000€
avec action | produits transférés dans une 80-90%
biologique facilement phase agueuse contenant
biodégradables et des microorganismes
solubles (peu efficace | capables de traiter les
sur les polluants
hydrocarbures
Lavage des gaz | Surtout des produits | Comme précédemment a | COV : 5000-20000€
avec lit solubles la différence que les 80-95%
bactérien (acides et alcool) micro-organismes  sont
fixés sur un support
Oxydation Tout gaz | Les effluents gazeux | COV: > 95% Entre 10000 et | >25000€
Thermique combustibles sont brdlés en présence 50000€ selon | pour
d’air ou d’oxygeéne et les les
transformés en eau et Technologies | combusti
CO2. Pour les composés on
halogénés des simple
conditions d’utilisations sans
particulieres sont récupérat
nécessaires ion
de
chaleur
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Tout type de gaz, | Les effluents gazeux une | COV: > 95% 10000- 3000-21000€
Oxydation méme moins fois chauffés passe a 80000€ pour la
Catalytique combustibles que | travers un catalyseur afin technique
dans la d’accélérer la non
technique réaction d’oxydation ou régénératrice
d’oxydation de détruire des
thermique simple COMpOSés plus
faiblement combustibles
Torchage Essentiellement dans | Consiste a brller a haute | COV : >98% 8300- Jusqu’a
le secteur température des gaz 560000€ | 36000€
pétrolier et | Combustibles en
pétrochimique fonction
des
dimensio
ndela

torchére
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ANNEXE I :

Produits et milieux utilisés

Produit Marque Caractéristiques
Alginate FluKa Alginic acid Sodium salt from brown algue.
Hexane PRS Panreac | Alkanes mixture
Quimicasa CeHua M=86,18 essay (GC).

Xylene SIGMA-ALDRICH | >98.5% xylenes + ethylbenzene basis
Cngo M =106

Milieu ISP9 : sa composition (g/l) est la suivante :

Glucose (SIGMA 99,5%) 10 ¢
(NH4)2 SO4 (E.MERCK) 2.649
KH, PO, (Panreac) 2.38¢
K2HPO4 3H,0 (Riedel-de Haen) 5.65g
MgSO4 7H,0 19

1 ml de solution des éléments traces.

Solution des éléments traces (EMT) dans 1 litre d’eau distillée :

FeSO,.7H,0 0.11g
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ANNEXE 111
Matériels Utilisés

Spectrophotomeétre Jenway 6405 UV/VIS pH metre

Incubateur agitateur CPG SHIMADZU de type GC-17A

Microscope optique




