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Résumé

La pollution de I’environnement par les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)
représente un défi majeur auquel doivent iné¢luctablement faire face les scientifiques et les
gestionnaires de 1’environnement. Ces composés sont des polluants persistants dans
I’environnement, associ€s a un caractére toxique et cancérigéne voire tératogenes.
L’objectif de ce travail est d’évaluer I’efficacité d’¢limination du pyréne par voie

biologique en utilisant des souches thermophiles isolées localement.

Les résultats obtenus révelent que : a) Les deux souches performantes ont montré une
capacité de croissance €levée sur le pyréne (25 mg/l), b) L’ajout du tween 80 augmente le
taux de biodégradation du pyréne par les deux souches, ¢) Les deux souches tolérent une
large gamme du pH [5,5- 8,5] et de salinité [0-6%] ce qui permet leur utilisation dans les

milieux extrémes.

Mots clés: HAP, Pyréne, Biodégradation, Souches bactériennes, Thermophiles

Abstract

The environmental pollution by polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) is a major
challenge that must inevitably face scientists and environmental managers. These
compounds are persistent environmental pollutants associated with a toxic or teratogenic
and carcinogenic. The objective of this study was to evaluate the removal efficiency of

pyrene biologically using thermophilic strains isolated locally.

The results show that: a) The two powerful strains showed a high capacity for growth on
pyrene, b) The addition of Tween 80 increases the rate of biodegradation of pyrene by the
two strains, ¢) Both strains tolerate wide range of pH and salinity which allows their use in

extreme environments.

Keywords: PAH, pyrene, Biodegradation, Bacterial Strains.
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INTRODUCTION

Depuis I’explosion de I’industrie chimique au début du XXeéme siecle et 1’utilisation de
produits de synthése dans la vie quotidienne, des quantités croissantes de substances
chimiques d’origines industrielles, agricoles ou domestiques, n’ont cessé¢ d’étre émises
dans DI’environnement. Cet accroissement est a 1’origine de pollutions anthropiques de

natures trés diverses (physiques, chimiques, microbiologique...) (Kouzayha, 2011).

Le phénomene de pollution par les hydrocarbures a une importance de plus en plus grande
sur les plans environnemental, sanitaire et économique. Cette pollution peut avoir un
impact soit direct ou indirect, sur la sant¢ humaine et I’équilibre des écosystémes aussi
bien marins que continentaux (Bouderhem, 2011). Les hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP) sont considérés comme les plus toxiques. Ils sont issus de la
combustion incompléte de la matiére organiques, d’origine naturelle (incendie de foret) et

anthropiques (chauffage au gaz, industrie, trafic routier...) (Chahin, 2010).

En effet, I’élimination des hydrocarbures reste toujours un sérieux probléme, car les voies
physiques et chimiques sont trés limitées a cause de leurs couts ou leurs impacts
secondaires sur 1’environnement. La technique de bioremédiation des sites contaminés
reste la solution la plus efficace, son principe est la minéralisation compléte des
hydrocarbures en présence des microorganismes qui ne génere aucun sous produit toxique,

alors une meilleure protection de I’environnement est attente.

Le processus de la biodégradation dépend essentiellement de la nature et de la quantité des
hydrocarbures, les propriétés physico-chimiques de site contaminé et la capacité

biodégradative des microorganismes (Eddouaouda, 2012).

Il est admis que les microorganismes, notamment bactéries, capables de dégrader les
hydrocarbures sont beaucoup mieux représentées dans des sites contaminés par des
produits pétroliers, du fait de leur adaptation physiologique et génétique a ce type
d'environnements. Il existe donc un intérét scientifique et biotechnologique a rechercher

des bactéries adaptées a cet écosysteme (Marchand et al, 1993). Dans notre étude, un site



anciennement contaminé par le pétrole (sol de Hassi Messaoud) a été choisi pour

I’isolement des hydrocarbonoclastes.

Dans ce travail nous nous somme intéressés a la biodégradation du pyréne par des souches
bactériennes thermophiles isolées a partir d’un sol contaminé par le pétrole brut (région
Hassi-Messaoud). Nous avons entrepris une ¢étude sur la sélection et 1’identification
génotypique des souches bactériennes performantes, ainsi que sur les facteurs influengant

la biodégradation du pyréne.

Ce mémoire s’articule en 3 chapitres : le premier présente une synthése bibliographique
qui regroupe des généralités sur les HAP. Le second correspond a la méthodologie suivie
au cours de la réalisation de ce travail. A la fin, une synthése des principaux résultats

obtenus sont regroupés dans le chapitre 3.
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CHAPITRE 1

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
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1.1. Généralités sur les HAP

La pollution de I’environnement par des composés organiques peu ou insolubles dans 1’eau
pose de sérieux problémes. Les HAP sont des composés non polaires, trés stables, peu
volatils et trées hydrophobes (ils sont lipophiles dans la nature et relativement insolubles

dans 1'eau) (Boukamouche, 2012).

Les HAP sont définis comme étant des composés aromatiques hétérocycliques constitués
d’atomes de carbones et d’hydrogénes. Ils possédent des noyaux aromatiques accolés (2 a
10), ils différent par le nombre de noyaux accolés ainsi que par leur agencement. Les HAP
montrent une résistance particuliére a la dégradation par les bactéries endogeénes pour deux
raisons : leur fiable biodisponibilité et leur toxicité vis-a-vis de nombreuses bactéries

(Troquet et al, 2001).

Les structures de 16 HAP considérés comme polluants prioritaires par I'agence américaine

de la protection de I'environnement (EPA) sont présentés dans la figure 1.

Naphtaléne Acénaphtyléne Acenaphténe Fluoréne
e e s N |, N & e
s P A N A
P Ll ) )
Phénanthréne Amnthracéne Fluoranthéne
CiaHie CuHp CisFia
|/ e J?\\r’ l/’ﬁ/'i‘q\/’ ~F R 'ﬁf"“T-"\"\x
N N — —)'i 'I»h N s
Benzo (a) anthracene Chryséne Benzo (b) fluoranthéne
CisHy: CiiHn Callz
CC 11
R w J\H -~ R N = P e e .,
N NN P N N ‘I‘-ﬁ'f"—[-\,ﬁ s
]
Benzo (a) pyréne Dibenzo (ah) anthracéne  Indéno (1 2 3-c.d) pyréne Benzo (ghi) peérylene
CaHys CxHis CaHia Caaflyz

Figure 1 : Structures des 16 HAP classés comme substances prioritaires par I’US EPA.
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Les HAP sont classés en deux groupes selon le nombre de cycles benzéniques :
= Les HAP légers «2 a 3 cycles» : anthracéne, naphtaléne et phénanthréne.

= Les HAP lourds « plus de trois cycles» : pyréne, chryséne, benzo[a]pyréne.

1.2. Le pyréne, modele des HAP lourds

1.2.1. Propriétés physico-chimiques
I1 est composé de quatre cycles benzéniques fusionnés, sa formule brute est C;sH;o (figure

2). 1I se trouve sous forme de plaquettes jaunes pales (recristallisation dans le toluéne) ;
tablettes prismatiques monocycliques avec une fluorescence Iégérement bleue
(recristallisation dans 1’¢thanol ou par sublimation dans les conditions ambiantes

habituelles (Portet, 2004).

Le pyreéne est un composé peu volatil, hydrophobe, ubiquitaire. Il est considéré comme un
compos¢ trés toxique et cancérigene, il est identifi€¢ comme substance dangereuse
prioritaire. Il est généralement utilis¢é comme modéle représentatif des HAP lourds
(Kouny, 2002). Sa principale source est la combustion incompleéte de charbon et de

produits pétroliers (Feidi et al, 2002).

Figure2 : Structure chimique du pyréne

Comme tous les HAP, le pyréne se caractérise par un point de fusion et d'ébullition élevé,
une faible solubilité¢ dans 1'eau, mais il est soluble dans les solvants organiques comme
I’hexane, I’acétone, le dichlorométhane. Le tableau 3 regroupe ses caractéristiques

principales.
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Tableau 1 : Propriétés physico-chimiques du pyréne (Pe : point d’ébullition ; Pf: point de
fusion).

PM Pe Pf Solubilité (eau) P’ a Volatilité Log Hydrophobie

g/mole O O a 25°C (mg/l) 25°C (Pa) constante de Koc log K,
Henry

202,3 151 396 0,077 4,9.10°° 5.10* 5,29 4,88

1.2.2. Comportement

Dans I’eau : Le pyrene se volatilise a partir de I’eau.
Dans les sols : La mobilité du pyréne est négligeable dans le sol.
Dans I’air : Le pyrene est sous forme vapeur et particulaire dans I’atmosphére (Baert,

2002).

1.2.3. Production et utilisation du pyréne

Le pyreéne est un constituant du goudron de houille a 3 %, qui est utilisé¢ pour fabriquer le
brai de houille. Ce dernier, rentre dans la fabrication du graphite (lui-méme utilisé dans des
¢lectrodes en aciérie, dans des moteurs...), des anodes et comme liant dans des
revétements anticorrosion pour conduites, fibres et mousses de carbone, des liants
réfractaires, des agents utilisés en fonderie. On note aussi qu’il se trouve dans la créosote a

8,4%, elle provient du goudron de houille et elle est utilisée dans le traitement du bois.

Les huiles couvrent des domaines d’application trés variés : pneumatiques, fabrication de
créosote, caoutchoucs, bitumes. Elles servent aussi a produire certains HAP isolés, qui sont
eux-mémes utilisés individuellement, comme par exemple le pyréne (teintures, substances

utilisées en optique, ...) (INERIS, 2005 et 2010).
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1.2.4. Toxicité

La toxicit¢ d'un produit doit étre appréciée en tenant compte des caractéristiques
intrinséques du produit, de l'intensité et la durée du contact. Le temps d'exposition
nécessaire a l'apparition des effets toxiques permet souvent de les classer en aigués,
subaigués, et chroniques. La toxicité peut étre répartie entre effets sur la santé et altération

de la santé (Feidi et al, 2002).

I1 existe peu de données sur la toxicité du pyréne envers les hommes. Les études mises en
ceuvre ont été réalisées sur des mélanges et bien qu'induisant des effets cancérigenes, elles

n'ont donc pas pu mettre en évidence le caractére toxique du pyréne seul.

L'TARC a classé le pyréne non carcinogeéne envers les animaux et il a été testé de fagon
négative ou non concluante dans tous les tests de "GENOTOX de I'USEPA". Les équipes
de recherche évaluant la toxicité d'une molécule s'accordent a dire que le pyréne n'est pas
un carcinogeéne humain, mais il est cependant classé comme tératogene. En ce qui concerne
sa toxicité chronique envers les hommes ou les animaux, aucunes données ne sont
disponibles a I'heure actuelle. Des expositions orales sub-chroniques ont produit chez les
souris des néphropathies, des augmentations de la taille du foie et des changements
hématologiques. Aucuns biossais par voie orale ou inhalation ne sont disponibles pour
évaluer le caractére cancérigene de cette molécule. Les autres voies d'exposition
(dermique, subcutanée) fournissent en général des résultats négatifs. Des tests effectués sur
les animaux donnent une DLsy de 2700 mg kg™ chez le rat suite 4 une ingestion orale et

une DLso de 170 mg.m™ par inhalation (Gabet, 2004).

Tableau 2: classification cancérigéne de ’'UE, CIRC, US-EPA. (Marchand et al,
1993) modifié

produit UE CIRC /IARC US-EPA

pyréne nc 3 D

IARC: International Agency for Research on Cancer

UE : Union Européenne

US-EPA : United States Environmental Protection Agency
nc : non cancérigene
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Groupe 3 : I’agent (ou le mélange) ne peut étre classé pour sa cancérogénicité pour
I’homme.
D : substance non classifiable quant a sa cancérogénicité pour I'homme.

1.3 . Techniques de dépollution

Afin de choisir une méthode de dépollution, il est nécessaire de vérifier plusieurs

parametres :

» Type de polluants et variabilit¢ de leur comportement (volatilité, polarité,
absorbance),

» Diversit¢ des conditions locales (nature du sol, de la nappe, accessibilité,
disponibilité de surfaces utilisables a proximité, zone urbaine ou non),

= Pollution récente ou ancienne, étendue ou non,

= Les exigences ¢économiques et administratives a prendre en compte

(Boukamouche, 2012).

Pour ces raisons, différentes techniques ont été proposées pour éliminer les HAP et

remédier les sites contaminés.

1.3.1 Procédés physiques

Les méthodes physiques consistent a transférer et concentrer les polluants, sans les
modifier ou les détruire, vers des points de récupération en se servant, pour leur transport,

de fluides (eau ou gaz) injectés ou présents dans les sols (Boukamouche, 2012).

1.3.2 Procédés chimiques

En provoquant des réactions chimiques entre le polluant et le réactif ajouté, Les traitements
chimiques détruit les polluants ou les transforme en une forme moins nocive pour
l'environnement. L'oxydation est la seule méthode applicable aux HAP car la réduction ne
se fait que sur des produits halogénés. Ce type de traitement est habituellement appliqué
sur site. Les oxydants les plus utilisés sont: I’0ozone (O3) et le peroxyde d’hydrogene

(H20,).

16



Elles sont généralement réservées a des produits organiques peu volatils et difficilement

biodégradables.

1.3.3 Procédés thermiques

Le traitement thermique consiste a déduire des polluants organiques par deux techniques :
la combustion et la désorption thermique. Ces technologies consistent a utiliser les hautes
températures pour détruire les polluants en CO, et H,O, plus différents autres résidus de
combustion.

1.3.4 Procédés biologiques

Le principe de base des techniques biologiques repose sur 1’¢limination des polluants
organiques et /ou minéraux présents dans des sols, les boues, les sédiments ou les effluents
liquides sous I’action de microorganismes (bactéries, levures, moisissures)

(Boukamouche, 2012).

Contrairement aux autres procédés, la biodégradation est une solution économiquement et
¢cologiquement intéressante pour la dépollution des sites contaminés par les HAP a cause

de I’utilisation des microorganismes au lieu des aditifs chimiques.

1.4 Facteurs influencant la faisabilité de la technologie pour la biodégradation des

hydrocarbures

L’efficacité¢ d’une technique de biodégradation, mise en ceuvre pour décontaminer un site
précis, dépend de nombreux facteurs qui devront étre pris en compte lors de la conception

de I’opération.

1.4.1. Biodégradabilité du polluant

Les recherches sur la dégradation des HAP ont permis d’isolées de nombreuses espéces de
bactéries, de champignons et d’algues capables de dégrader les HAP de faible poids
moléculaire (2 a 3 cycles benzéniques). En revanche, les HAP lourds sont généralement
récalcitrants a 1’attaque microbienne expliquant leur accumulation dans 1’environnement

(Kouny, 2002 ; Kumari, 2013).
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1.4.2. Concentration et répartition du polluant sur le site

Outre la biodégradabilit¢ du polluant, sa concentration et sa répartition sur le site sont
également importantes a considérer lors de 1’application de la biodécontamination. En
effet, a partir d’'une certaine concentration les composés organiques, notamment les
hydrocarbures peuvent devenir toxiques pour les microorganismes qui sont censés les

dégrader (INERIS, 2006).

De plus, en milieu complexe comme les sols, la distribution des hydrocarbures est
hétérogene: ils peuvent étre sorbés sur les particules organiques, localisés dans des petits
pores inaccessibles aux bactéries ce qui limite le transfert de matiéres des hydrocarbures
vers les compartiments aqueux, ou il y a lieu les phénoméenes de biodégradation (Chibi,
2010). Pour résoudre ce probleme, il peut étre nécessaire d'augmenter leur biodisponibilité

par ’ajout des tensioactifs.

1.4.3. Caractéristiques du milieu a traiter

Outre le stock de C/N/K et la quantit¢ d’oxygeéne disponible dans le milieu a traiter,
d’autres caractéristiques physicochimiques peuvent également avoir une influence sur le

rendement de la biodégradation, avec principalement le pH, la température et I’humidité.

La température est un parametre pouvant influencer la biodégradation des hydrocarbures
en modifiant leur état physique, leur composition chimique, I’activité physiologique des
microorganismes et par conséquent la vitesse de dégradation, ainsi que la nature et la

concentration des especes microbiennes présentes (Kouny, 2002 ; INERIS, 2006).

Une diminution de la température est généralement accompagnée par une diminution de la
vitesse de biodégradation qui peut étre expliquée par une décroissance de 1’activité
enzymatique. Des températures plus élevées ont pour effet d’augmenter la vitesse de
biodégradation. Le maximum de [’activit¢é métabolique des microorganismes est
généralement observé a une température comprise entre 15 et 45 °C. Au dela de cet
intervalle on assiste a une augmentation de la toxicité des hydrocarbures et une diminution

de I’activité métabolique (Kouny, 2002 ; INERIS, 2006).

Les sols peuvent avoir des valeurs de pH trés variables, allant de 2,5 a 11,0. Des valeurs
extrémes de pH, ce qui est le cas pour quelques types de sols, pourraient avoir une
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influence négative sur la capacité des microorganismes a dégrader les hydrocarbures. La
croissance des bactéries hétérotrophes et des champignons étant favorisée par un pH

proche de la neutralité (Kouny, 2002).

Pour I’humidité, la teneur en eau du matériau doit étre comprise entre 25 a 85% et son role
se situe au niveau du transport et des échanges biochimiques. En cas de tendance a la

dessiccation, il sera nécessaire de réhumidifier le milieu (INERIS, 2006).

1.5. Biodégradation du pyréne

La biodégradation des HAP de plus de 4 cycles est lente (log (Kow) = 5,32 ; temps de demi-
vie (t ) = 210 jours a 5,2 ans) dans I’environnement. Le principal facteur limitant la
biodégradation des HAP est leurs biodisponibilités (RECORD, 2007). Elle dépend de : la
biodégradabilité dans le sol qui varie selon le Log Kow, la dégradabilité¢ intrinseéque du

polluant et la capacité de dégradation des populations de microorganismes.

La plupart des microorganismes identifiées pour leur capacité de dégradation du pyréne
sont des actinomycetes des genres Mycobacterium, Rhodococcus ou Gordonia. Des
espéces Gram™ ont ¢également ¢été identifiées, comme Pseudomonas fluorescens,

Sphingomonas paucimobilis ou Burkholderia cepacia (Tarantini, 2009).

Peu de données existent sur les bactéries qui sont capables de dégrader les HAP lourds.
Mais divers auteurs ont démontré que leurs voies métaboliques ressemblent a celles du
naphtaléne avec incorporation initiale d’une molécule de dioxygene par une dioxygénase
suivie d’une dégradation en chaine des cycles benzéniques.la figure 3 résume les étapes de

dégradation du pyréne par Mycobacterium spp.
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Figure 3 : La voie aérobie de dégradation bactérienne du Pyréne par Mycobacterium spp.

La biodégradation du pyréne peut étre effectuée par des especes du Rhodococcus qui ont
¢été isolées a partir d’un sol contaminé par le pétrole. La minéralisation du composé a été
menée a 72% apres deux semaines a un pH neutre (pH=7) et avec une température de

30°C (Walter et al, 1999).

En utilisant une souche bactérienne de type Mycobacterium sp, Rehmann et al, (1998) ont
trouvé que le taux de dégradation a atteint 60% au bout de 8 jours. Le milieu de culture
contenant le pyréne (0,5mg/ml) a été incubé a 20°C. Les produits de dégradation ont été
identifiés comme suit: Cis-4 ,5-pyréne dihydrodiol, l'acide 4,5-dicarboxylique, le
phénanthreéne, l'acide 1-hydroxy-2-naphtoique, le 2-carboxybenzaldéhyde, 1'acide phtalique

et l'acide protocatéchique ont été identifiés comme produits de dégradation.

Egalement, les champignons peuvent croitre sur le pyréne. IlIs peuvent étre des candidats
idéaux pour la bioremédiation efficace des hydrocarbures aromatiques polycycliques. Des
champignons indigenes, isolés du sol d'un ancien site d'usine a gaz, ont été utilisée dans la
dégradation du pyrene. Des taux de dégradation étaient de 75 et 67 % respectivement pour
des concentrations en pyréne de 50 et 100 mg/l, pendant 28 jours d'incubation a 22°C. La

souche utilisée était Penicillium simplicissimum (Hallberg et al, 2002).
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2.1. Origine des souches bactériennes utilisées

Le biotope utilisé, pour isoler des souches bactériennes aérobies, est un sol sableux
contaminé par les hydrocarbures pétroliers de la région de Hassi-Messaoud (sud
d’Algérie). Les prélevements d’échantillons ont été réalisés a différentes profondeurs. La
méthode d’adaptation progressive, en utilisant le pétrole brut comme seule source de
carbone et d’énergie, a permis d’isoler des souches a fort potentiel dégradatif des
hydrocarbures et leurs dérivés (Eddouaouda, 2012). La figure 4 montre le biotope utilisé
pour I’isolement des souches bactériennes a fort potentiel de dégradation hydrocarbures et
productrices de biosurfactants. Les différentes caractéristiques de ce biotope sont données

en annexe [.

Figure 4 : Sols contaminés par le pétrole brut (Hassi-Messaoud)

2.2. Isolement des souches bactériennes

Toutes les étapes de 1’isolement ont été réalisées par Eddouaouda (2012). (Voir annexe

).

2.3. Préparation de milieu de culture

Le milieu de culture liquide utilisé est a base de sels minéraux, milieu minimum (MM), sa

composition (g/1) est la suivante :
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0,4, ..o NH4CI,

03 i K,HPOq,

03 i KH,PO4
100, NaCl,
0,33, MgCl,, 6H,0,
0,05................ CaCl,, 2H20.

Le milieu est additionné par 1 ml d’une solution d'¢léments traces métalliques qui contient

par litre :

0, 25 geevniiiin H3BO4,

0,58 iiiiiiiinn. CuSOy4, 5SH,0,
0,58 iiiiiiiiiinn. MnSO,, H,0,
0,06g.....ccvvnnen. NaMoOy4
0,78 cvviiiiiiininn. ZnSO4, H20.

Le pH de la solution est ajusté a 7 puis la solution est autoclavée a 121 °C pendant 20 min.

Source de carbone : le pyréne est utilisé comme source de carbone et d’énergie.

2.4. Sélection de la souche performante dégradatrice du pyréne

Dans le but d'étudier la biodégradabilité du pyréne, cinq (05) souches bactériennes codées
comme suit : 7A, 7D, 7G, 1J et NIJ ont été¢ utilisées pour sélectionner la souche la plus
performante. Les six souches sont inoculées séparément dans des flacons de 250 ml
contenant 50 ml de milieu de culture. Les flacons contenant le milieu de culture sont

incubés a 45 °C sous une agitation de 150 tr/min.

Des prélévements sont effectués pour estimer la croissance bactérienne et quantifier le
pyréne résiduel. Deux témoins sont préparés : témoin chimique est préparé de la méme
facon sans ajouter la souche bactérienne (inoculum) alors que le témoin biologique est

préparé en inoculant la bactérie dans le milieu de dégradation mais sans ajouter le pyréne.

23



2.5. Etude des facteurs influen¢ant la biodégradation

L’efficacit¢ de 1’élimination du polluant par voie biologique dépend de plusieurs
parametres : type de microorganismes, quantit¢ du polluant, pH et salinit¢ du milieu,
¢léments nutritifs (source d’azote), amélioration de la biodisponibilité du polluant (ajout de
tensioactif). Dans ce contexte, des principaux parameétres affectant la biodégradation du
pyréne ont été déterminés. Les milieux de cultures ont été incubés a 45°C sous une

agitation de 150 tr/min.

2.5.1 Effet de la concentration initiale du substrat

Afin d’¢étudier ’effet de la quantité du polluant sur la capacité biodégradative des souches
performantes, différentes concentrations en pyréne ont été testées (10, 25 et 50 mg.1™). La
dégradation a été réalisée dans des flacons de 250 ml contenant 50 ml de milieu de culture.
Des prélévements ont été effectués sous la haute et avec un bec benzéne (milieu stérile)

afin de quantifier le pyréne résiduel.

2.5.2. Effet du pH

Le milieu de culture a été ajusté a différentes valeursde pH : 2,5,4; 5,5; 7; 85;10 et
11,5. La concentration initiale du pyréne a été fixée a 50 mg.I"", un volume de 2 ml (4%,

v/v) d’inoculum a été ajouté.

2.5.3. Effet de la salinité

Les sites contaminés connue une grande variété en sel, en effet la concentration de ce
dernier influe sur la physiologie du microorganisme en affectant [’efficacit¢ de la
biodégradation. Différentes concentrations en sel (NaCl) on été utilisées: 0, 1, 2, 4, 6, 8 et

10 % (p/v). La concentration du pyréne est fixée 4 50 mg.1".

2.5.4. Effet de ’ajout d’un surfactant

A fin d’évaluer l’effet de I’ajout de surfactant sur le processus de la dégradation, un
tensioactif chimique (Tween 80 a 0.02% (p/v)) a été utilisé. La concentration du pyréne est

fixée 4 50 mg.I™.
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2.5.5. Effet de ’ajout d’une source de carbone

Afin d’augmenté le taux de dégradabilité du pyréne par les souches performantes, deux

mélanges ont été préparés:

- Milieu MM contenant le pyréne et le naphtaléne

- Milieu MM contenant le pyréne, naphtaléne et le Tween

Les concentrations de pyréne et naphtaléne étaient de 50 et 100 mg/l respectivement. Le

Tween a été ajouté a raison de 0,02% (p/v).

2.6. Identification des souches bactériennes

Une identification préliminaire a été effectuée en utilisant la galerie biochimique API 50
CH pour déterminer I’affiliation de trois souches isolées localement. Les principaux tests

de différentiation sont : coloration de Gram, mobilité, oxydase et catalase.

Le profil fermentaire est basé sur la dégradation de 49 carbohydrates suivants : glycérol,
érytritol, D-arabinose, L-arabinose, ribose, D-xylose, L-xylose, adonitol, p-méthyle-d-
xyloside, galactose, glucose, fructose, mannose, sorbose, rhamnose, dulcitol, inositol,
mannitol, sorbitol, a-méthyle-D-mannoside, a-méthyle-D-glucoside, n-acetyl-glucosamine,
amygladine, arbutine, esculine, salicine, cellobiose, maltose, lactose, melibiose,
saccharose, trehalose, inuline, melezitose, raffinose, amidon, glycogéne, xylitol,
gentiobiose, D-turanose, D-lyxose, D-tagatose, D-fucose, L-fucose, D-arabitol, L-arabitol,

gluconate, 2-keto-gluconate, 5-Keto-gluconate.
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Les souches bactériennes aérobies utilisées dans ce travail ont été isolées a partir de sols
contaminés par le pétrole brut de la région de Hassi-Messaoud (sud d'Algérie). Différentes
natures de bactéries ont été ciblées [6]: bactéries mésophiles (isolées a 30 °C) et bactéries

thermophiles (isolées a 45 et 55 °C).

La dégradation des HAP par microorganismes mésophiles a été largement étudiée. En
revanche, peu de travaux ont été réalisés a des températures supérieures a 40 °C. Ceci

montre l'importance des souches thermophiles utilisées dans notre cas d'étude.

3.1. Sélection de la souche performante

La biodégradation du pyréne (modele des HAP lourds) a été rapportée par de nombreuses
études, et certains d’eux ont proposé le mécanisme de biodégradation. D’apres Farshid et
al, (2012), 89,1% du pyrene a été deégradé par Mycobacterium sp et 79,4% par

Corynebacterium aprés 10 jours d’incubation.

Cing souches thermophiles (7A, 7D, 7G, 1J, NIJ) ont été choisies pour la sélection de la
souche performante. Le pyréne (0,1 g.l™m) représente la seule source de carbone et

d’énergie. Les résultats obtenus sont représentés sur la figure 5.

D’apres les résultats obtenus, deux souches thermophiles, 1C et 1J ont montré une bonne
capacité de croissance sur le pyréne traduit par la mesure de la densité optique a 600 nm. A
titre d’exemple, les valeurs de la DO (600 nm) étaient de 0,639 et 0,732 pour les souches
1C et 1] respectivement. A la lumiére de ces résultats, ces deux souches performantes (1C

et 1J) seront retenues pour la suite de travail.

Notons que la souche 1C a montré un pouvoir biodégradatif trés marqué pour les HAP
légers de deux cycles (naphtaléne) et de trois cycles (anthracene) (Mesbaiah, 2011 ;

Boukamouche, 2012).
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Figure 5 : Croissance bactérienne sur le pyréne en fonction du temps. ([pyréne] =100

mg/l ; Ticubation = 45°C : pH = 7,0 ; Agitation = 150 tr/min)
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3.2. Facteurs affectant la biodégradation du pyréne

3.2.1 Effet de la concentration du substrat

Des études rapportent que les concentrations ¢élevées des HAP ont un effet positif sur la
croissance bactérienne. Par contre la faible concentration est un facteur limitant pour la

croissance bactérienne (Mesbaiah, 2011).

Afin d’étudier le comportement des deux souches 1C et 1J en face de la quantité du
polluant, différentes concentrations en substrat (10, 25 et 50 mg/l) ont été testées. Les

résultats obtenus sont illustrés sur la figure 6.

Les résultats obtenus indiquent qu’il y a une activit¢é microbienne en utilisant le pyréne
comme seule source de carbone et d’énergie, cela traduit par I’augmentation de la
biomasse pour les trois concentrations. La souche 1C a prouvé une croissance importante

au nivaux de 25 mg/l. Cela, justifie sa capacité de croitre sur le pyrene.

Egalement, Les résultats relatifs a la souche 1J indiquent qu'une trés bonne croissance
bactérienne a €té constatée au nivaux de 25 mg/l de pyréne (DO a 600 nm = 1,37). Donc,
la souche 1J prouve une capacité de croissance sur le pyréne trés marqué. En revanche, les
faibles concentrations en pyréne ralentit la croissance microbienne (10 mg/l de pyrene ;

DO a 600 nm = 0,7).

Le taux de croissance bactérienne et la biodégradation du pyréne dépendent de la
concentration du substrat, les résultats obtenus par Farshid ez al, (2012), montrent que la
variation de la concentration du pyréne de 0,3 a 0,7 g/l a affecté la croissance bactérienne
des cinq souches utilisées, un taux de croissance treés important de Mycobactirum et

Corynebacterium est observé lorsque la concentration du pyrene est de 0,5 g/1.
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Figure 6 : Effet de la concentration du pyréne sur la croissance de la souche 1J en fonction du

temps (Tineuvation = 45°C ; pH = 7,0 ; Agitation = 150 tr/min). a- souche 1C, b- souche 1J.
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3.2.2. Effet du pH

Le pH est considéré comme un paramétre important qui affectant la dégradation. Le
changement du pH de milieu peut altérer les charges électriques dans les groupements
chimiques des enzymes et le processus de transport et la solubilité des nutriments (Kouny,
2002). Généralement les écosystémes aquatiques ont un pH stable aux alentours de 7, en
revanche, le sol peut avoir des valeurs de pH allant de 2,5 a 11,0 selon le type de sol et la
nature du contaminant, dans ce cas peu de microorganismes peuvent tolérer ces valeurs de

pH.

En raison des variations du pH des sites (sols et eaux) et par suite leurs effets sur le
comportement des microorganismes, une ¢tude a été réalisée en étudiant ’influence de la
variation du pH (2,5; 5,5;7; 8,5; 10 et 11,5) sur la croissance bactérienne des souches

1C et 1J. Les résultats obtenus sont illustrées sur la figure 7.

En effet, & pH acide (2,5), on note en général une croissance trés lente de la souche 1C.
Egalement, une perturbation assez importante de pH (11,5). On conclu que la souche 1C
pouvait croitre sur le pyréne dans une large gamme de pH (5,5 a 10). La croissance des
bactéries hétérotrophes étant favorisée par un pH proche de la neutralité¢ ou Iégérement

basique.

Une faible croissance est toujours observée pour un pH acide. D’apres le graphe on peut
dire que le milieu le plus favorable pour la croissance de la souche 1J est le milieu neutre
ou peu alcalin. On peut également justifier la non stabilité¢ de la bactérie par 1’hydrolyse
des enzymes, car certaines bactéries ne peuvent pas tolérer des valeurs extrémes du pH et
méme par I’alternance des charges électriques dans les groupements chimiques des

enzymes et le processus de transport et la solubilité des nutriments (Bidaud, 1998).

Notons que la souche 1C a dégradé 1’anthraceéne dans une large gamme du pH, la gamme
optimale de pH varie de 4 & 7, avec un taux de dégradation d’environ de 90%
(Boukamouche, 2012). En outre, elle a montré une capacité biodégradative élevée du
naphtaléne, un taux de dégradation supérieur a 90% a été enregistré lorsque le pH du

milieu variant de 6,5 a 8,5 (Mesbaiah, 2011).
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Figure 7: Effet de la variation du pH sur la croissance de la souche 1J sur le pyréne. ([pyréne] =

50 mg/l ; Tincubation = 45°C ; pH="7,0; Agitation = 150 tr/min). a- souche 1C, b- souche 1J.
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3.2.3. Effet de la salinité

La salinit¢ est aussi l'un des parametres importants influencant le processus de
biodégradation des hydrocarbures. Il est intéressant de noter que 5% de NaCl est la limite
supérieure de la tolérance des microorganismes des sols et des eaux douces (Mesbaiah,
2011). Pour suivre I’effet de la salinité sur la croissance microbienne et probablement sur

la dégradation du pyréne, différentes concentrations en NaCl [0 a 10%] ont été testées.

Les résultats obtenus sont représentés sur la figure 8.

Excepté les halophiles, 1’augmentation de la concentration du sel au dela de 4% est
accompagnée d’une diminution significative de la croissance bactérienne influencant sur la
dégradation du polluant. Les résultats montrent une faible résistance de la souche 1C a des

concentrations en sel tres élevées.
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Figure 8: Effet de la variation de la salinité sur la croissance bactérienne. ( [pyréne] = 50 mg/l ;

Tineubation = 45°C; pH=7,0; Agitation = 150 tr/min). a- souche 1C, b- souche 1J.

3.2.4. Effet de ’ajout d’un tensioactif

Les hydrocarbures sont généralement des composés insolubles ou peu solubles. Par
exemple, la solubilité du pyréne dans I'eau est de l'ordre de 0,135 mg/ 1 a T = 25 °C.
L’utilisation d’un tensioactif dans la biodégradation est trés variée. La présence d’un agent
amphiphile peut étre bénéfique, nuisible ou sans effet sur la biodégradation du contaminant
par les microorganismes. Plusieurs bactéries peuvent produire des tensioactifs biologiques

afin d’améliorer la biodisponibilité du polluant.

Les tensioactifs chimiques peuvent aussi servir a augmenter le transfert d’hydrocarbures
immiscibles vers la phase aqueuse, mais ils ont montré¢ des effets inhibiteurs sur les

microorganismes (lapointe, 1996).

En étudiant I’effet de la concentration de tensioactif sur la dégradation du pyréne, Zhang
et Zhu (2012) ont trouvé que 1’ajout de Tween 80 améliore la biodégradation du pyréne.
Un taux de dégradation maximal a été observé lorsque la concentration du Tween 80 est de

13,1 mg/l avec une augmentation du taux de dégradation de 22,4% par rapport au controle.
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Des résultats similaires ont été rapportés par Chen et al, (2013), la biodégradation du

pyrene par Burkholderia cepacia a été améliorée en présence de tween 80,

D’apres les résultats obtenus, on observe une bonne croissance bactérienne dans le milieu
contenant de pyréne et de Tween 80 pour la souche 1C (DO= 0,13 aprés 14 jours sans
tween 80 et 0,39 lorsque le tween 80 est ajouté), par contre la présence du Tween 80 limite
la croissance microbienne de la souche 1J (DO= 1,0 aprés 14 jours sans tween 80 et 0,32
lorsque le tween 80 est ajouté), comme le montre la figure 9. Les résultats obtenus révelent
que I’ajout de surfactant participe a I’amélioration de la croissance bactérienne de quelques

souches et inhibe la croissance des autres.

La biodégradation des HAP dépend de la nature de tensioactif. En effet, les travaux réalisés
par Tiehm (1994) montrent que les surfactants non-ioniques ont un effet positif sur la
biodégradation des HAP. Par contre, le SDS (tensioactif anionique) inhibe Ia
biodégradation des HAP.

Nous concluons que la biodisponibilit¢ du polluant est trés importante. Pour les

contaminants insolubles ou trés peu solubles (HAP), elle réalisée par I’ajout de tensioactif.
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Figure 9: Effet de I’ajout de tensioactif sur la croissance des souches 1C et 1J

( [pyréne] = 50 mg/l ; Tincubation = 45°C; pH =7,0; Agitation = 150 tr/min)
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3.2.5. Effet de I’ajout d’une autre source de carbone

L’incorporation d’autres sources de carbone dans le milieu peut affecter la cinétique de la

dégradation du pyrene.

Les résultats obtenus montrent que la croissance bactérienne de la souche 1C est
importante lorsque le milieu contient une autre source de carbone (naphtaléne ou tween
80), ce qui signifie que la bactérie 1C utilise le naphtaléne et le tween 80. La figure 10

illustre I’effet de I’ajout du naphtaléne et de tween 80 sur la croissance bactérienne.

La biodégradation du pyréne est affectée lorsqu’une deuxiéme source de carbone
facilement dégradable est ajoutée au milieu. Bacillus thuringiensis isolée a partir d’un sol
contaminé par le pétrole a montré une capacité de dégrader le pyrene 50 ppm (10% apres
12 jours) I’ajout du glucose (1%) a augmenté le taux de dégradation a 40%. Le taux de
dégradation du pyréne par la méme souche est de 70% lorsque 1% du tween 80 est ajouté

au milieu. (Maiti et al, 2012).
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Figure 10 : Effet de I’ajout du naphtaléne et de tween 80 sur la croissance bactérienne (Tincubation =

45°C; pH=17,0; Agitation = 150 tr/min). a- souche 1C, b- souche 1J.

3.3 Caractérisation phénotypique des souches 1C et 1J

La coloration de Gram-Hucher est une coloration différentielle qui repose sur la
perméabilité de la paroi bactérienne. A fin d’identifier les deux souches 1J et 1C, un test de
Gram a été réalise. La figure 11 montre 1’observation microscopique (X 40) des deux

souches.
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Figure 11 : Observation microscopique des souches 1J(a) et 1C (b) apres coloration de

QGram.

L’observation sous microscope optique montre la pénétration de la couleur violet pour les
deux souches. Les résultats indiquent que ce sont des bacilles a Gram positif. La souche 1C
a une forme de bacille, Gram+, aérobie stricte elle a une tendance a former une pellicule a
la surface de milieu. En présence des conditions défavorables du milieu de culture elle

produise des endospores.

La souche 1J a été identifiée au sein du « D’institut PASTEUR ». Apres traitement des

résultats avec un logiciel spécifique, la souche 1J est identifie comme Bacillus subtils
(99,1%).

La souche 1C a ¢été identifiée au niveau du « laboratoire d’hygiene de Blida ». Apres
traitement des résultats obtenues et les calculs qui on été faits, la souche 1C est affilée a

I’espeéce Bacillus lentus a 93,54%.
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Tableau 3 : le test biochimique (API 50 CHB/E Medium) pour les souches 1J et 1C.

0 GLY | ERY |DARA | LARA |RIB DXYL |LXYL | ADO | MDX
GAL GLU | FRU | MNE SBE RHA DUL INO MAN | SOR
+/- - + + + - + + + +/-
173 MDM | MDG | NAG | AMY | ARB ESC SAL CEL MAL | LAC
- + + + + +/- +/- - +/- -
MEL SAC | TRE |INU MLZ | RAF AMD GLYG | XLT | GEN
+ + + - - - + + + -
TUR LYX | TAG |DFUC |LFUC | DARL | LARL | GNT 2KG | 5KG
- - - - + + - - + -
0 GLY | ERY |DAR |LARA |RIB DXYL |LXYL | ADO | MD
A X
- + - - +/- +/- - - + -
GAL GLU | FRU |MNE | SBE RHA | DUL INO MAN | SOR
- + + + - - - +/- - -
MDM MDG | NAG | AMY | ARB ESC SAL CEL MAL | LAC
1C |- - + + + + + + + -
MEL SAC | TRE INU MLZ | RAF | AMD GLYG | XLT | GE
N
+ + + - - + + + - +
TUR LYX |TAG |DFUC | LFUC | DAR | LARL | GNT 2KG | 5SKG
L
+ - +/- - - - - +/- - -
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CONCLUSION

Les sites contaminés par des substances xénobiotiques telles que les HAP représentent un
vrai réservoir contenant une variét¢ de microorganismes ayant un potentiel biodégradatif
tres élevé. Ces microorganismes, notamment les bactéries, peuvent étre exploitée dans
plusieurs domaines industriels et environnementaux ; [’application environnementale
semble efficace en raison de son faible colt, de la simplicité de son application et n’affecte

pas I’environnement comparativement aux méthodes physico-chimiques.

Les résultats obtenus montrent que la dégradation du pyréne est possible en utilisant des
souches sélectives. Plusieurs parametres affectent la biodégradation, tels que la quantité du

pyrene, pH, la salinité et I’ajout de surfactant, ont été déterminés :

- Les deux souches performantes ont montré une capacité de croissance élevée sur le
pyrene (25 mg/1)

- L’ajout du tween 80 augmente le taux de biodégradation du pyréne par la souche
1C

- Les deux souches tolérent une large gamme du pH [5,5- 8,5] et de salinité [0- 6%]

ce qui permet leur utilisation dans les milieux extrémes.

Afin de compléter la présente étude, il serait intéressant d’étudier :

» Utilisation des co-cultures (bactéries-champignons ; bactéries-microalgues) pour la
dégradation des hydrocarbures.

» Identifier les métabolites afin de proposer un mécanisme de biodégradation du
pyrene par les deux souches ;

» Etudier la biodégradation d’autres hydrocarbures aromatiques polycycliques.
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ANNEXE I

Caractéristiques du biotope utilisé pour l'isolement des souches dégradatrices des

hvydrocarbures

Tableau : Caractéristiques physico-chimiques du biotope

Echantillon N° 01 02 03
Paramétres Puits OMOZ Puits OMKZ Puits OMKZ

#472 #32 #502

COT (%) 2,30 7,1 3,5

Nt (%0) 0,42 1,18 0,51

COT/Nry 54,7 60,1 68,6

HPT ( g/kg du sol) 27,83 59,07 36,05

Conductivité (mS/cm) 17,32 13,06 13,95

pH (1:2,5) H,0 7,50 7,57 7,25

COT : Carbone Organique Total ; Nr: Azote total Kjeldahl
HTP : Hydrocarbures Pétroliers Totaux

- Sol non salin CE< 2
- Sol 1égerement salin 2 <CE< 3
- Sol salin 3 <CE< 5
- Sol tres salin 9 <CE< 16
- Sol extrémement salé CE > 16
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ANNEXE II

Isolement des souches bactériennes : [’isolement est basé sur la capacité des souches a

croitre sur le pétrole brut (mesurer la densité optique a 600 nm). En effet, les tests de
biodégradation ont été réalisés dans des flacons de 250 ml contenant 100 ml de milieu de
culture (MM), 2% (p/v) de sol contaminé par le pétrole brut et 2% (v/v) de pétrole brut
comme source de carbone et d'énergie. L’incubation a été réalisée a 45°C sous une

agitation de 150 tr/min (Eddouaouda, 2012).

Afin d’obtenir une culture microbienne active, des repiquages successifs ont été effectués

toutes les 48 h dans un milieu neuf. La croissance bactérienne a été suivie par :

v' L’observation microscopique a I’aide d’un microscope optique a contraste de

phase (Olympus BX50).

v' La mesure de la densité optique (DO) a 600 nm a été effectuée a I’aide d’un

spectrophotométre.

v Le suivi de la disparition de la couche huileuse du pétrole durant la période
d’incubation qui est réalisée par 1’observation visuelle permet d’évaluer la

dégradation du pétrole.

Milieu de culture : Le milieu de culture liquide utilisé est a base de sels minéraux, milieu
minimum (MM), sa composition (g/l) est : NH4Cl (0,4), K;HPO,4 (0,3), KH,PO4 (0,3),
NaCl (10), MgCl, (0,33), CaCl, (0,05), extrait de levure (0,1) et 1 ml de solution
d’oligoé¢léments contenant (par litre): H;BO4 (0,25g), CuSO45H,0 (0,5g), MnSO4 H,O
(0,5g), NaMoOy (0,06g), ZnSO4H,0 (0,7g). Le pH est ajusté entre 7,0 et 7,5. Ensuite, le

milieu est stérilis¢ a 120 °C pendant 20 min.
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