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Résumé

Le présent travail porte sur I’étude la bioconversion et la biodégradation du thymol par deux
souches Paenibacillus popiliae 1C ATCC 14706 (AF071861), et Streptomyces rochei AB1
(GU434672). La photodégradation par un rayonnement UV et par un rayonnement haute
¢nergie de Cs137 a également envisagée. La pureté du thymol a été élucidée par des analyses
préliminaires comportant la CCM, IRTF et la CG/SM.

La détermination des concentrations permettant de délimiter le domaine d’inhibition vis-a-vis
du thymol a ét¢ effectué sur les deux souches. Cette concentration a été déterminée et égale a
1 mg/mL pour Paenibacillus popiliae 1C et 2 mg/mL pour Streptomyces rochei ABI.
Concernant la souche Paenibacillus popiliae 1C, la bioconversion a été effectuée sur le milieu
LB riche, par contre, la biodégradation a été réalisée en utilisant le milieu minimum.

La bioconversion et la biodégradation du thymol par la souche Streptomyces rochei AB1 a été
mené en utilisant, respectivement, le milieu ISP 9 riche et ISP 9 pauvre.

La photodégradation a ¢été effectuée en utilisant I’énergie électromagnétique des
rayonnements UV et haute énergie Cs137.

Les conditions opératoires de biotransformation et de biodégradation du thymol par la souche
Paenibacillus popiliae 1C, n’ont pas permis sa biotransformation ni méme sa biodégradation.
Concernant la souche Streptomyces rochei ABI, la biotransformation et la biodegradation
sont permis notamment 1’obtention du menthol.

La photodégradation par le rayonnement haute énergie du Cs137 a permis notamment
"obtention du le 1-R- a pinene. Les conditions opérations de la photodégradtion du thymol

par le rayonnement UV n’ont pas abouti a des résultats concluants.

Mots clés : Bioconversion, biodégradation, photodégradation, césium 137, lumiére UV, thymol,

Paenibacillus popiliae 1C, Streptomyces rochei ABI.
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Abstract

This work focuses on the study of bioconversion and biodegradation of thymol by two
strains Paenibacillus popiliae 1C ATCC 14706 (AF071861), and Streptomyces rochei AB1
(GU434672). The Photo degradation by UV radiation and high-energy radiation from 137Cs
was adapted. The purity of thymol has been elucidated by preliminary analyzes including
TLC, FTIR and GC / MS.

Determining concentrations for delimiting the inhibiting domain towards thymol was
performed on the two strains. This concentration was determined and equal to 1 mg / mL for
Paenibacillus popiliae 1C and 2 mg / ml for Streptomyces rochei AB1.

On strain Paenibacillus popiliae 1C, the bioconversion was performed on the LB rich
medium, however, the Biodegradation was performed by using the minimum medium. The
bioconversion of thymol and biodegradation by Streptomyces rochei AB1 was conducted
using, respectively, the ISP medium 9 rich and poor ISP 9.

The Photodegradation was performed using electromagnetic energy UV radiation and
high-energy 137Cs.

The operating conditions of biotransformation and biodegradation of thymol by the strain
Paenibacillus popiliae 1C, did not allow the biotransformation nor its biodegradation.

Regarding Streptomyces rochei AB1, the biotransformation and biodegradation are
allowed including obtaining menthol.

The Photodegradation by high-energy radiation from 137Cs allowed including obtaining
the 1-R- a-pinene. The operations conditions thymol photodégradtion by UV radiation did not

lead to conclusive results.

Keywords: Bioconversion, biodegradation, photodegradation, cesium-137, UV light, thymol,
Paenibacillus popiliae 1C, Streptomyces rochei ABI.
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Introduction générale

La bioconversion est définie comme une transformation chimique catalysée par des
micro-organismes ou leurs enzymes, elle fait partie du domaine de la biotechnologie qui a
gagné une attention considérable [1].

L’utilisation de biocatalyseurs dans les processus d’obtention des produits finis & haute
valeur ajoutée constitue un des domaines ou les sciences du vivant sont susceptibles de
trouver un aboutissement industriel. Dans le marché trés convoité des ardmes et des parfums,
les bioconversions permettent de produire des composés possédant le label « naturel », a la
plus-value commerciale indéniable. Les synthéses chimiques existantes souffrent des
problémes technologiques et scientifiques considérables qui sont difficiles & surmonter, tels
que la réduction de la consommation d’énergie, et le respect des exigences 1égales strictes sur
les émissions de produits dangereux [2].

Les principaux avantages de ]'utilisation de la bioconversion microbienne par rapport a la
synthese chimique comprennent le fait que ce procédé peut étre réalisé dans des conditions
douces, générant des déchets moins toxiques, et les réactions ont lieu dans des conditions
acceptables sur le plan écologique, qui réduisent I'impact environnemental [2].

Les terpenes font partie de ces précurseurs renouvelables abondamment représentés dans
la nature. On les trouve notamment en quantité importante dans les huiles essentielles
extraites des plantes. Leur bioconversion peut également conduire a l'obtention des composés
intéressant pour I’industrie des ardmes et pour 1’industrie pharmaceutique [2].

Le thymol appartient au groupe de monoterpenes monocycliques et il fait partie des
huiles essentielles de plantes herbacées Thymus vulgaris [3]. La bioconversion du thymol par
différents microorganismes conduit a la formation de plusieurs produits intermédiaires et
finaux bien que les voies métaboliques soient relativement similaires pour la plupart des
microorganismes.

L'objectif du présent travail est d'étudier les voies impliquées lors de la bioconversion et
la biodégradation du thymol par deux souches bactériennes a savoir Paenibacillus popiliae 1
C et Streptomyces rochei ABI et. Dans comparatif, nous avons étudié sa photodégradation

par lumiere UV et des rayons césium a haute énergie 137Cs.



Cette étude comporté¢ deux parties principales :

La premiére partic est consacrée a une synthése bibliographique dans laquelle nous
présentons les concepts généraux de la bioconversion, suivi des différents travaux de
bioconversion des métabolites secondaires par Bacillus, streptomycétes et par d’autres
microorganismes. Ensuite, nous décrivons 1’étude chimique et bioconversion du thymol
par différentes microorganismes. Enfin, la Processus de biodégradation et quelque
travaux de biodégradation des métabolites secondaires par les microorganismes.

La seconde partie est réservée a une étude expérimentale qui a pour objectif, la
bioconversion et la biodégradation du thymol par Paenibacillus popiliae 1C et
Streptomyces rochei AB1. Elle porte également sur la photodégradation du thymol par
lumiére UV et rayon de césium 137Cs. Nous complétons le travail par des analyses
chimiques par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométric de

masse.



PARTIE I

Synthese bibliographique



I.1 Introduction

Les terpénes constituent une source principale des composés aromatiques que 1’on trouve
dans les huiles essentielles et les plantes supérieures.

La bioconversion des terpenes est intéressante car elle permet la production d'ardmes et
de parfums énantioméres pures dans des conditions de réaction douces. Les produits
fabriqués par des procédés de bioconversion peuvent étre considéré comme naturel.

La synthése bibliographie est consacrée a 1’action des microorganismes sur les terpénes
et la possibilité de bioconversion de ces composés par différents types des microorganismes
dans des conditions d’aérobiose. Nous présentons également certains travaux effectués sur
Bacillus et Stréptomyces utilisées comme bactéries modeles. Les travaux sur le métabolisme
microbien du thymol, comme molécule modéle, les voies métaboliques et les produits
principaux formés sont également discutés. Nous présentons également la définition, les types
et principes de biodégradation, et la biodégradation du métabolite secondaire par les

microorganismes.

L.2 Bioconversion (Biotransformation)

I.2.1 Processus de bioconversion : description, avantages et inconvénients

Les bioconversions (biotransformations) également appelées transformations
microbiennes, peuvent étre définies comme étant 1’utilisation d’un catalyseur biologique pour
convertir un substrat ou précurseur en un produit donné selon un nombre limité d’étapes
enzymatiques [4].

La bioconversion constitue un outil efficace pour la modification structurale des
composés naturels et synthétiques bioactifs pour synthétiser de nouveaux composés. Dans ce
cadre, une molécule est modifiée par la transformation de ses groupes fonctionnels avec ou
sans la dégradation de son squelette carboné. Ces modifications conduisent a la formation des
composés bioactifs nouveaux et utiles qui ne sont pas faciles a préparer par des méthodes
chimiques [4].

La synthése chimique se traduit souvent par des procédés de production nocifs pour
l'environnement et manque souvent de sélectivité de substrat, ce qui provoque éventuellement
la formation des mélanges réactionnels indésirables et augmente les colits en aval, en ce sens,
les biocatalyseurs peuvent étre en mesure d'offrir plusieurs avantages par rapport a la voie

classique [5-6].



Les bioconversions comparées a des réactions chimiques ont 1’avantage
incontestablement de générer moins de déchets, d’utilisés des conditions €cologiques
acceptables et d’étre régio et stéréo-sélectives, ce qui conduit a des produits de forme
énantiomé€rique de grande importance dans les domaines pharmaceutique et agroalimentaire.
Elles sont également tres efficaces en termes d’énergie puisqu’elles peuvent avoir lieu a des
températures, pression et pH modérés. La production des composés est généralement
simplifiée par un nombre d’étapes plus restreints [2]. Les bioconversions permettent
¢galement une autonomie vis-a-vis de ’approvisionnement en matiéres premiéres fortement
influenceé par les saisons notamment dans le cas des végétaux aromatiques [2].

Les biotransformations des monoterpenes sont communément reconnues comme étant
trés intéressantes économiquement mais difficiles a réaliser par des procédés conventionnels.
Ce phénomene est essentiellement li€¢ aux propriétés physico-chimiques de ces molécules [2].
Ce sont en effet des composés relativement instables, surtout dans les milieux aqueux et
oxygénés. Ils peuvent subir facilement un nombre important de réactions chimiques
spontanées comme 1’autooxidation, I’isomérisation, la racémisation, 1’hydratation, la
cyclisation ou encore le réarrangement ou la polymérisation [2]. Ces phénomenes abiotiques
peuvent d’une part entrer en compétition avec la réaction biologique, entrainant ainsi une
diminution du rendement de bioconversion et peuvent d’autre part générer chimiquement les
produits de la bioconversion, ce qui brouille I’estimation de son efficacité réelle. Enfin, les

produits de bioconversion eux-mémes peuvent étre la cible de réactions abiotiques [2].

L.2.2 Biocatalyseurs

Le biocatalyseur employé peut étre une cellule entiere d’origine animale, végétale ou
microbienne. Le biocatalyseur peut €galement étre une enzyme déterminée, présente au sein
d’un extrait cellulaire ou sous forme purifiée. La grande diversité des microorganismes
autorise des nombreuses réactions enzymatiques au sein d’une large diversité des voies
métaboliques. Leur utilisation simple, leur rapidité de croissance et leur facilité d’adaptation a
des conditions imposc€es par des contraintes techniques et €économiques sont des atouts

supplémentaires qui favorisent leur emploi dans des procédés de bioconversion [7-8].



L.3 Bioconversion par les microorganismes

L’utilisation des microorganismes entiers permet de réaliser des transformations
complexes sollicitant un ensemble d’enzymes, toutefois, il est difficile d’obtenir des résultats
satisfaisants lorsque deux enzymes purifiées sont présentes dans le méme milieu de
bioconversion [2].

La bioconversion microbienne est une combinaison de réactions biochimiques,
permettant de transformer les structures des produits phytochimiques et des composés
organiques, en exploitant des micro-organismes et leurs enzymes isolées, de développer une
variété de constituants utiles, par des réactions régio-stéréo-sélectivité [9].

Deux voies permet étre utilisées. Dans la premiére, le substrat est ajouté directement au
milieu de croissance au bout d’un temps déterminé de culture. La deuxiéme technique conduit
a la séparation de la biomasse du milieu de croissance par filtration ou centrifugation suivie
d’une remise en suspension dans un nouveau milieu réactionnel, conventionnel ou non, ou
elle sera utilisée pour convertir le substrat [2]. Le succes de ces techniques de bioconversion
passe par une connaissance accrue des propriétés et des possibilités métaboliques du

microorganisme utilisé. Il est donc primordial de sélectionner ce dernier avec soin [2].
L.3.1 Bioconversion des métabolites secondaires par Bacillus

L.3.1.1 Généralités sur le genre Bacillus

Les Bacillus sont des bactéries aérobies ou aéro-anérobies facultatives formant des
endospores. Depuis la découverte de la bactérie (1913), la possession d'une spore a été utilisée
comme une clé dans la classification. Les caractéristiques distinctives entre les membres du
genre Bacillus et les autres bacilles sporulant sont la nature aérobie stricte ou facultative, la
forme bacillaire et la production de catalase. Le genre Bacillus a subi des changements
taxonomiques considérables. Les premicres tentatives de classification des espéces de
Bacillus sont fondées sur deux caractéristiques: la croissance aérobie et la formation

d’endospores [10].

L.3.1.2 Caractéres bactériologiques

Les especes du genre Bacillus sont des bacilles rectilignes a extrémités carrées ou
arrondies, de taille variable (de 0,5 x 1,2 um jusqu’a 2,5 x 10 pm), sporulés, a Gram positif ou
a Gram variable (fréquemment, la coloration de Gram n’est positive que pour les trés jeunes

cultures) [11]. La classification de Bacillus est donnée dans le tableau 1.



Tableau 1 : Position systématique de Bacillus [11].

Classification
Régne Bucteria
Embranchement Firmicutes
Classe Bacilli
Ordre Bacillales
Famille Bacillaceae
Genre Bacillus
Espéce Paenibacillus popiliae 1C

1.3.1.3 Travaux antérieure de la bioconversion des métabolites secondaires par Bacillus
Les Bacillus sont réellement bien adaptées pour transformer les terpénes. En effet, leur
faculté de se développer sur une large gamme des composés organiques comme source unique
de carbone leur permet d’étre largement représentés dans la nature [12]. Dans les dernieres
années, les travaux (tableau 2) sur la bioconversion par Bacillus présents dans les produits

naturels ont constaté un intérét particulier.

Tableau 2 : Bioconversion microbienne des métabolites secondaires par Bacillus

Microorganismes | Bioconversions Produits réf

Bacillus subtilis (¥)-Linalyl acetate | (+)-(S)-linalool [13]

()-linallyl acetate

Bacillus cereus 1,4-cineole 2a-hydroxy-1,4- [14]
Cineole
2B-hydroxy-1,4-

Cineole




Bacillus Limonene Alcool perillyl [15]
stearothermophilus Perillyl aldehyde

BR388 a-terpineol

Bacillus pallidus a-pinene Limonene [16]
BR425 Pinocarveol

Bacillus fusiformis | Isoeugenol Vanilline [17]
Bacillus pumilus Isoeugenol Vanilline [18]

1.3.2 Bioconversion des métabolites secondaires par Streptomyces

1.3.2.1 Généralités sur le genre Streptomyces

Le mot Streptomyces regroupe tous les membres du genre Streptomyces, ¢’est le genre
d’actinomycétes le plus abondant et surtout le plus performant dans la production des
meétabolites secondaires importants (surtout les antibiotiques).

Les Streptomycétes sont des organismes procaryotes, aérobies, a coloration de Gram
positive, chimioorganotrophes, catalase positive qui appartiennent a [’ordre des
actinomycetales de la classe actinobacteria [19]. Comme la majorité des microorganismes du
sol, la plupart des Streptomyces se comportent en bactéries mésophiles (avec une croissance
maximale & une température varie entre 25°C a 30°C) et neutrophiles (croissance entre pH 5
et 9 avec un maximum autour de la neutralité) [20]. Ces bactéries présentent un grand intérét
industriel. Elles sont & 1’origine de la grande majorité¢ des antibiotiques utilisés en thérapie
humaine et vétérinaire. Le métabolisme secondaire se met en place dans les étapes tardives du
développement morphologique des Streptomyces. La classification de Streptomyces est

donnée dans le tableau 3.



Tableau 3 : Position systématique de bactérie Strepromyces [20].

Classification

Régne Bacteria
Embranchement Actinobacteria

Classe Actinobacteria

Ordre Actinomycetales

Famille Streptomycetaceae
Genre Streptomyces

Espece Streptomyces rochei AB1

1.3.2.2 Travaux antérieur de la bioconversion des métabolites secondaires par
Streptomyces

Le genre Streptomyces est le genre d’actinomycétes le plus abondant et surtout le plus
performant dans la bioconversion des métabolites secondaires importants.
Les principaux travaux de la bioconversion des métabolites secondaires par les souches de

Streptomyces, sont regroupés dans le tableau 4.

Tableau 4 : Bioconversion microbienne des métabolites secondaires par Streptomyces.

Microorganismes Bioconversions Produits Réf
Streptomyces (R)~(-)-linalool Trans- furanoid linalool oxide [21]
ikutamanensis, (R)-(+)-linalool Cis-furanoid linalool oxide
Streptomyces Cumin aldehyde Cumin alcohol [21]
ikutamanensis Cuminic acid

Actinomycetes Thymol methyl ether | 9-hydroxythymol [22]
Streptomyces Methyl ether

humidus 7-hydroxy- methyl ether




Streptomyces (-)-trans-carveol (+)-bottrospicatol [23]

bottropensis SY-2-1 | (-)-cis-carveol (-)-5B-hydroxy-cis-carveol
(+)-1sobottrospicatol

Streptomyces (+)-trans-carveol (+)-carvone [24-25]

bottropensis SY-2-1 (+)-carvone-8,9-epoxide
(+)5ahydroxycarvone

Streptomyces 1,8-cineole (+)-2a-hydroxy-1,8-cineole [26-27]

bottropensis SY-2-1 (+)-3a-hydroxy-1,8-cineole

L.3.3 Bioconversion des métabolites secondaires par d’autres microorganismes

L’importance de la bioconversion est expliquée par le nombre de travaux trés importants,

publiés durant les derni¢res années. Le tableau 5 regroupe les principaux travaux de

bioconversion utilisant divers types de microorganismes.

Tableau S : Bioconversion microbienne des métabolites secondaires par divers

microorganismes

Microorganismes Bioconversions Produits Réf
Aspergillus niger ATCC Linalool Pyranoide linalool oxyde [28]
9142

Pseudomonas spp (R)-(+)-B-citronellol | (+)-cis-Rose oxide [29]

(+)-trans-Rose oxide
Streptomyces A-5-1 (-) carvone (-) trans carveol [30]
Nocardia 1-3-11 R- carvone (-) cis carveol [30]
Pseudomonas sp. B-Pinene Carvone [31]
a- Pinene
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Pseudomonas sp. TK2102 Eugenol Vanillin [32]
Aspergillus niger (+)-Carvone (-)-Isodihydrocarvo [33]
Pseudomonas sp. p-cymene Cumic acid [31]
Pseudomonad (+)-limonene (+)-carvone [34]
(+)-1-p menthene- 6,9-diol
(+)-cis-carveol
Cutworm Spodoptera litura (-)-Citronellene (3R)-3,7-dimethyl-6-octene- [35]
1,2-diol
(35)-3,7-dimethyl-6-octene-
1,2-diol
Aspergillus niger (-)-Carvone (+)-Dihydrocarvone [33]
Pseudomonas convexa Citral Geranic acid [36]
Pseudomonas a-pinene a-pinene oxide [37]
Fluorescens NCIMB 11671
Streptomyces ikutamanensis | 1,8-cineole (+)-3a-hydroxy-1,8-cineole [26]
(+)-3B- hydroxy-1,8-cineole
(+)-3-0x0-1,8-cineole
Aspergillus cellulosae M-77 | (-)-menthol 4B3-hydroxymentho [38]
Predominantly
Aspergillus niger TBUYN-2 | (+)-limonene (+)-8-p-menthene-1,2-trans- [39]
(+)-carvone diol
Rhodococcus erythropolis (S)-limonene (—)-trans-carveol [40]

DCL 14
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I.4 Bioconversion du thymol
L.4.1 Etude chimique de thymol

Le thymol (5-méthyl-2-(propan-2-yl)-phénol) de la formule brute C;0H;4O et une masse
moléculaire de 150,22 g/mol [3].Le thymol est une molécule naturelle extraite de 1’huile
essentielle de plantes, notamment le thym. Le thymol est un terpéne qui fait partie de la
famille des monoterpenes, lipophile et volatil. Il n’est pas dangereux pour I’homme aux doses
rencontrées, mais peut altérer le gotlit du miel [3]. Le thymol est vendu sous forme de cristaux
incolores avec une odeur caractéristique [3].

Le thymol est naturellement synthétisé dans les plantes avec deux unités d’isopréniques
qui elles-mémes sont obtenues par la voie de 1’acide mévalonique a partir du coenzyme A
[3].11 peut aussi €tre synthétisé de maniere chimique par une alkylation du m-crésol avec de

I’isopropanol et du propyléne [3].

L.4.2 Utilisation de thymol

Dés 1’Egypte ancienne, le thymol était utilisé pour la conservation des momies. En Gréce
antique, le thym était utilis€ pour ses qualités aromatiques et briilé au sein des temples sacrés.
Depuis toujours, le thym est un symbole de courage et d'admiration. Aujourd'hui, le thymol
entre dans la composition des différents médicaments grace a ses propriétés antibactérienne,

antiseptique et antifongique [3].

I.4.3 Bioconversion du thymol par différentes microorganismes

La bioconversion du thymol par différents microorganismes conduit a la formation de
plusieurs produits intermédiaires et finaux bien que les voies métaboliques soient relativement
similaires pour la plupart des microorganismes. La gamme de microorganismes qui participe
a la bioconversion du thymol est large. En effet des nombreux travaux ont permis de mettre
en évidence leur bioconversion en terpénoides par différents microorganismes. Le tableau 6

décrit les principales voies de bioconversion du thymol par des souches bactériennes.
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Tableau 6 : Bioconversion microbienne du thymol

Microorganismes | Bioconversions | Produits Réf
Aspergillus niger Thymol 3-methylcyclohexanol [41]
Eucalyptus Thymol 5-methyl-2-(1-methylethyl) [42]
perriniana phenyl B-D glucopyranosid.
5-methyl-2-(1-methylethyl)
phenyl 6-O-(B3-D-
glucopyranosyl)-B-D-
glucopyranosid
Genera Nocardia Thymol 2-isopropyl-5- [43]
methylbenzene-1,4-diol
Mycobacterium Thymol 5-hydroxymethyl-2- [43]
isopropylphenol
Colletotrichum Thymol Thymyl methyl ether [44]
acutatum
Botryodiplodia Thymol Thymyl acetate [44]
theobromae
Streptomyces Thymol (1R, 2S) -2-hydroxy-3-p- [45]
humidus menth-5-one.
(1R, 2R) -2-hydroxy-3-p-
menth-5-one.
Pseudomonas Thymol 6-hydroxy-thymol, [46]

7-hydroxy-thymol,
7,9-hydroxythymol,

9 —dihydroxy-thymol,
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Thymol-7-oic acid,

Thymol-9-oic acid

Les deux planches 1 et 2 regroupent les différentes étapes, et mécanismes de la

bioconversion du thymol par les différents microorganismes apres que les produits obtenus.

-~

OH
. HO_ 4
/@ Aspergillus Niger Slenera Nocardia
. ycobacterium
OH

3-methylcyclohexanol

2-isopropyl-5-methylbenzene-1,4-diol

Mycobactenum Ei\ Os_ 4
1
& on 1

o}

il

-hydroxymethy]-2-lsopropylphenol Thymol
2-isopropyl-5-methyl-1,4-benzoquinone
HO 0
Eucalyptus perriniana
OH
HO &
HO \/ °

3- hydroxy-4 OH

1sopropylbenzoic acid
5-methyl-2-(1-methylethyl) phenyl b-Dglucopyranoside

OH
H O
1 n
5-methyl-2-(1-methylethy l)phenyl

6-0-(b-D-glucopyranosyl)-b-D-glucopyranoside

Planche 1: Voies métaboliques de bioconversion du thymol
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Planche 2: Autres voies métaboliques de bioconversion du thymol
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1.5.4 Biodégradation du métabolite secondaire par les microorganismes

La biodégradation des métabolites secondaires par les microorganismes est moins

étudiée.

Les planches 3, 4, 5 et 6 regroupent les différentes €tapes, et mécanismes de la biodégradation

des métabolites secondaires par les différents microorganismes avant que les produits

obtenus.

4-methyl-trans-3,5-
hexadienoic ac1d

CH,OH COOH

(+)}-linalool  8-hydroxylinalool  Jinaloo]-3-
carboxylic
acid

(4= 4=

COOH C OOH COOH

4-methyltrans-  4-methyl-trans-2- isobutyric acid
3,5-hexadienoic  hexenoic acid
acid

Planche 3 : Biodégradation du (+)-linalool par Pseudomonas pseudomallei [50].

1-p-menthene

3-isopropylheptane-  methylisopropyl
1,7-dioic acid

X

cetone

Planche 4: Biodégradation du 1-p-menthene par Pseudomonas sp. strain (PL) [51].
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Citronellol 3-Hydro-3-methylglutanyl-COA Acetoacetate Acetyle-COA
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Planche 5: Biodégradation du citronellol par Pseudomonas citronellolis [52].

N M Hydroxymethyl-glutaryl 0 0
— . -COA-lyase
— COO
| T MOy — -ooc’lk/ ! )LS-COA
e
Geraniol 3-Hydro-3-methylglutanyl-COA Acetoacetate Acetyle-COA

Planche 6: Biodégradation du géraniol par Pseudomonas citronellolis [52].
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PARTIE II

Etude expérimentale



II.1 Introduction

Notre travail expérimental s’inteégre dans un large domaine de recherche. Il porte d’une
part, sur I’é¢tude de la bioconversion et la biodégradation d’un composé terpénique, en
I’occurrence le thymol, par deux souches bactériennes a savoir Paenibacillus popiliae 1 C et
Streptomyces rochei AB1 et, d’autre part, sur sa photodégradation par différents types des
rayonnements, a €t¢ également réalise.

Le travail expérimental comprend quatre étapes :

»> Analyses préliminaires par CCM, IRTF et CG/SM pour la vérification de la pureté¢ du

thymol ;

» Détermination de la concentration assimilable non inhibitrice pour la bioconversion et

la biodégradation;

» Bioconversion et biodégradation du thymol par deux souches bactériennes

Paenibacillus popiliae 1 C et Streptomyces rochei ABI,

» Photodégradation du thymol par lumi¢re UV et par des rayons césium a haute

énergie;

» Analyses par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

des métabolites obtenus.

Les différentes manipulations ont été effectuées au niveau du Laboratoire de recherche
«Chimie des Substances Naturelles et de Biomolécules (LCSN-BioM) », Laboratoire de «
Microbiologie » du département de Génie des Procédés, et au Laboratoire des plantes
médicinales et aromatiques du département d’agronomie, Université de Blida 1.

L’analyse des métabolites par chromatographie en phase gazeuse Couplée a la Spectrométrie
de Masse a été effectuée au Centre de Recherche Scientifique et Technique en Analyse Physico-
Chimique a Bousmail.

I1.2 Matériel et méthodologie expérimentale

I1.2.1 Analyses chimiques préliminaires du thymol
Les analyses préliminaires par chromatographie sur couche mince, spectrométrie
infrarouge a transformée de Fourier et la chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse ont été effectuées de le but de vérifier la pureté du thymol.
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I1.2.1.1 Analyse préliminaire par chromatographie sur couche mince

L’analyse par chromatographie sur couche mince a été réalisée sur une plaque
d’aluminium recouverte de gel de silice Si 60 Mesh/F254 de type Merck. L’échantillon a été
utilisé & une concentration de 5Smg/mL dans le dichlorométhane. L’analyse a été effectuée par
élution avec le systéme binaire : hexane / acétate d’éthyle (v/v : 70/30). La révélation a ét¢

réalisée avec I’acide sulfurique, suivie du chauffage de la plaque.

I1.2.1.2 Analyse par spectroscopie infrarouge & transformée de Fourier

L’analyse a été effectuée par un spectrométre infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)
de marque Bruker type Tensor 27, équipé d’un détecteur de type sulfate triglicine deuter¢
DTGS, d’un rayonnement laser, d’une séparatrice de radiation en KBr et d’une fente type
global. L’acquisition des spectres a été effectuée avec une résolution de 4 cm™ et un nombre

de scan de 5 scans.

L’analyse IRTF a été réalisée en phase solide sur un échantillon conditionnée en pastille
de KBr. La technique de pastille en bromure de potassium (KBr) est la plus couramment
utilisée pour la préparation d’échantillons solides pour des analyses infrarouge. Un mélange
homogéne de 2 mg du thymol et 50 mg de bromure de potassium a été préparé puis finement
broyé. Il a été déposé dans un moule puis soumis a une tres forte pression. Il est ensuite extrait

du moule sous la forme d’une pastille.

I1.2.1.3 Analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de

masse
e Description de appareil

L’analyse qualitative du thymol a été réalisée par chromatographie en phase gazeuse
couplée 4 la spectrométrie de masse « CG-SM ». L’identification des différents composés est
effectuée en se basant sur les banques de données spectrales Wiley 7n et NBS 75k.1.
(comprenant, respectivement, des spectres de masse de 250000 et 75000 molécules), avec un

taux de similitude supérieure ou égal a 91%.
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Conditions opératoires d’analyse par CG/SM

L’analyse a été effectuée sur un chromatographe de type HP 6800 couplé a un

spectrométre de masse de type HP MSD 5973, dans les conditions suivantes :

>
>

YV V V V V V¥

L’échantillon de thymol est dilué¢ dans ’acétate d’éthyle a Smg/mL.

Une colonne capillaire de type HPS (polydimethylesiloxane 100%), de longueur 30 m
d’un diamétre interne de 0.25 mm et une épaisseur du film de 0.25 um.

Un gaz vecteur (hélium) d’un débit de 0.3 mL/mn.

Analyse en mode Scan (34 a 450 amu) avec une température d’interface 280 °c,
Tonisation par Impact électronique (IE).

Analyseur : Quadripdle, avec la température de Source = 230°C.

La programmation du four est : 100°C -5°C -220°C.

Injection d’une quantité de 1 ul en mode Splitless : 1/90 a la température de 250 oC,

I1.2.2 Bioconversion et la biodégradation du thymol

I1.2.2.1 Origine des souches utilisées
Les souches bactériennes Paenibacillus popiliae 1 C ATCC 14706(AF071861) (Figure
1(b)), et Streptomyces rochei AB1 (GU434672) (Figure 1(a)) utilisées dans notre étude, ont

été isolées et identifiées dans le cadre des travaux de recherche du Laboratoire de Chimie de

Substances Naturelles et de Biomolécules (LCSN-BioM) de I’Universit¢ de Blida 1 et

Laboratoire de Bioprocédés Environnementaux du centre de Biotechnologie Sfax (Tunisie),

(Tunisie). La souche 1 C a été isolée en mai 2008 a partir d’un sol contaminé par le pétrole

brut, de la région de Hassi-Messaoud., et La souche AB1 a été isolée a partir d’un sol humide
de la région de Boufarik (Mitidja) en mars 2007 [53-54].
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Figure 1 : (a) Streptomyces strain AB1; (b) Paenibacillus popiliae 1 C

I1.2.2.2 Milieux de culture

Le milieu de culture est un support qui permet la croissance des bactéries, champignons
et levures. Il se compose d’un mélange de substances qui favorisent la multiplication des
microorganismes.

Cinq milieux de culture liquides ont été utilisés a savoir LB, MM, ISP2, ISP9 riche et

ISP9 pauvre. La composition chimique des différents milieux est donnée ci-apres :

- Milieu luria —bertani (LB) : 5 g Extrait de levure, 10 g Peptone, 5 g NaCl, dans 1L
I’eau distillée.
Milieu strictement minéral (MM) : 0,1 g Extrait de levure, 0,4 g NH;Cl, 0,3 g K,HPOq,
10 g NaCl, 0,33 g MgClysH,0, 0,05 g CaCl;;H,0. Le milieu est additionné par 1 mL
d’une solution d'éléments traces métalliques (EMT) qui contient par litre : 0,64 g
CuSO45H,0, 0,11 g FeS0O47H,0, 0,79 g MnCp4H,0, 0,15g ZnSO,7H,0 dans 1L I"eau
distillée.

- Milieu international streptomyces project 2 (ISP2) : 4 g Extrait de levure, 10 g Extrait
de malte, 4 g Glucose, dans 1 L L’eau distillée.

- Milieu international streptomyces project 9 (ISP9) riche : 10 g Glucose,
2,84 g (NH4),S04, 2,38 g KH,PO,, 5,65 g K,HPO,3H,0, 1g MgSO,7H,0O, 1 mL
d’EMT, dans 1L I’eau distillée.

- Milieu international streptomyces project 9 (ISP9) pauvre : 10 g Glucose,
2, 84 g (NH,),S0q, 2,38 g KH,POq, 5,65 g K;HPO, 3H,0, 1 g MgSO4 7H,0, 1 mL
d’EMT, dans 1L I’eau distillée.
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Tous les milieux solides sont additionnés avec 20 g/L. d’agar. Le pH est ajusté a 7,2 par la
solution de NaOH 0.1 N puis les milieux sont autoclaves a 120 °C pendant 20 min
(Annexe (a)).

II.2.2.3 Repiquage des souches
Les milieux de culture solide (LB, ISP2, ISP9) ont été coulés aseptiquement dans des
boites de Pétri de 90 mm de diametre a raison de 15 mL par boite, puis laissés refroidir et

solidifier sous la haute.

Le repiquage des souches se fait par prélevement d’un fragment de colonie a I’aide d’une
pipette Pasteur stérilisée a la flamme. Ce fragment est ensemencé a la surface d’une boite de
Pétri contenant un des milieux de culture. Ces boites sont incubées a 45°C pendant 48 h pour

Paenibacillus popiliae 1C et 30 °C pendant 72 h pour Streptomyces rochei AB1.
I1.2.2.4 Préculture

La préparation des précultures est une étape consistant a réactiver la souche conservée au
réfrigérateur, elle précede chaque expérience. Les précultures ont été préparées dans 100 mL
du milieu contenu dans des flacons de 250 mL, et inoculés & partir des cultures bactériennes
de 24 h préservée au réfrigérateur. Les flacons sont alors incubés a 45°C pendant 24 h pour

Paenibacillus popiliae 1C et a 30 % C pendant 72h pour Streptomyces rochei ABI.

I1.2.2.5 Détermination de la concentration assimilable non inhibitrice pour la
bioconversion et la biodégradation

L’optimisation des concentrations se fait dans le but de déterminer la gamme de
concentration assimilable non inhibitrice du substrat utilis¢ dans la bioconversion et la
biodégradation, et par conséquent vérifier la tolérance des deux souches bactériennes testées

vis-a-vis de I’effet toxique du substrat.

-> Principe de la méthode

La technique consiste a déposer des disques stériles de 9 mm de diamétre imprégnés
d’une concentration connue du substrat testé sur un milieu de culture coulé en boite de pétri,
et inoculée au préalable par la suspension bactérienne & étudier, puis incuber I’étuve. A la fin
de la période d’incubation, si le substrat est efficace, une zone pale apparait autour du disque,

indiquant I’inhibition de la croissance microbienne, cette région s appelle « zone d’inhibition
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» ou « halo d’inhibition ». Plus le diamétre de cette zone d’inhibition est grand plus la souche

est sensible au substrat, plus il est petit, plus la souche est résistante [55].

Croissance microbienne Disque imprégné duthvmol  Croissance microbienne

R
N

Zone d’inhibition
Figure 2 : Schéma simplifié¢ du principe de la méthode de teste d’inhibition

-> Procédure générale

Les suspensions bactériennes de Paenibacillus popiliae 1C et Streptomyces rochei AB1
ont ¢ét¢ préparées en prélevant 2 a 3 colonies bien isolées et identiques & partir d’une culture
microbienne de 24 h et les introduire dans des tubes a essais contenant 9 ml, d’eau
physiologique stérile. Ils ont été par la suite ensemencées respectivement & la surface des
milieux LB et ISP2 préalablement coulées dans des boites de pétri de 90 mm de diamétre a
raison de 15 mL par boite.

Les disques absorbants ont été stérilisés et imbibés par différentes concentrations du
thymol (0,5 mg/mL, 1 mg/mL, 5 mg/mL, 10 mg/mL, 20 mg/mL, 25 mg/mL) et déposés sur la
surface du milieu de culture inoculée avec les deux bactéries testées. Notons que les
différentes concentrations sont préparées par dilution du thymol dans le méthanol. Les boites
de pétri étaient maintenues a 4°C pendant 4 heures afin de permette une bonne diffusion du
thymol dans le milieu, puis incubées & 45°C/24h pour Paenibacillus popiliae 1C et 30°C/72h
pour Streptomyces rochei AB1.

I1.2.2.6 Etude de la bioconversion et de la biodégradation du thymol

Les cultures bactériennes utilisées pour les études de la bioconversion et Ia
biodégradation du thymol ont été réalisées en deux étapes : Une étape de pré-culture et une
autre de culture. En effet, les flacons de préculture vont servir & inoculer celles destinées aux
essais de bioconversion et biodégradation. Ces deux derniéres se dérouleront dans les mémes
conditions & savoir la concentration du substrat, la durée et la température d’incubation, a
’exception du milieu de culture. Cependant, les milieux utilisés pour la bioconversion et la
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biodégradation de Paenibacillus popiliae 1C sont respectivement le milieu LB et le milieu
MM. Pour Streptomyces rochei AB1, les milieux de bioconversion et de biodégradation sont

respectivement le milieu ISP riche et le milieu ISP9 pauvre.

e Bioconversion et biodégradation par Paenibacillus popiliae 1C

Une quantité¢ de la suspension bactérienne a été ajoutée a 1’aide d’une pipette Pasteur
stérile a 50 mL du milieu de culture et introduit dans un flacon de 250 mL pour préculture.
L’incubation a été réalisée 4 45°C pendant 7 jours. Aprés incubation de 7™ jour on ajoute
une concentration de 1 mg/mL a partir une solution mere (préparée par dissolution de 1,5g du
thymol dans 50 mL de 1’eau stérile et 0.02 % de tween 80. La solution a été filtrée sur des
filtres stériles de 0,45 um de diametre.) du thymol. Le mélange a €té incubé & nouveau a
45°C pendant 7 jours en mode statique.

e Bioconversion et biodégradation par Streptomyces rocheistrain AB1

Un (01) mL de préculture a été inoculé dans un flacon de 250 mL contenant 50 mL de
milieu de culture. Une concentration de 2mg/mL du thymol a €té ajoutée a la culture. Le

mélange a été incubé a 30°C pendant 7 jours en mode statique.

I1.2.2.7 Extraction liquide-liquide
Les cultures de chaque souche obtenues apreés 7 jours d’incubation ont été centrifugées a
’aide d’une centrifugeuse (Annexe (b)) de type HETTICH a 6000 tours/min pendant 45 min.

A I’issue de cette étape, un surnageant et un culot sont obtenus pour chaque souche

(Figure 3).

Surnageant

Culot de bactérie

Figure 3: Centrifugation de culture bactérienne
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Le culot bactérien a été éliminé (Figure 3) et le surnageant de culture a été récupéré puis
soumis a une extraction liquide-liquide avec de 1’éther diéthylique (1:1 ; v/v par rapport au
volume du surnageant). Deux phases sont obtenues (Figure 4), une phase aqueuse et une
phase organique. La phase organique a été séchée sur du sulfate de sodium, 1’éther a été
¢vaporé a I’aide d’un évaporateur rotatif (Annexe (c)) afin d’obtenir un produit réactionnel

pur.

Phase aqueuse

Phase organique

Figure 4 : Extraction du surnageant

I1.2.3 Photodégradation du thymol

I1.2.3.1 Etude de la photodégradation par lumiére UV

Le rayonnement ultraviolet (UV), également appelé lumiére noire parce qu’il n’est pas
visible a P’ceil nu, est un rayonnement électromagnétique d'une longueur d'onde plus courte
que celle de la lumiére visible. I est capable de casser ou détruire de nombreuses molécules
organiques comme le thymol.

La photodégradation a été réalisée a ’aide d’une lampe UV a 254nm contenu dans un

systeme fermé qui comporte un ventilateur.

Une masse de 50 mg du thymol est soumis 4 des interactions par la lumiére UV pendant
45 min. L’¢chantillon obtenue a été¢ dissous dans I’acétate d’éthyle et analysés par

chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse.

I1.2.3.2 Etude de la Photodégradation par des rayons de césium
Le principe global consiste en la dégradation du thymol par bombardement avec des
rayons a haute énergie du type césium Cs 137 (élément radioactif) (Figure 5). Des masses de

100 mg, 20 mg et 50 mg du thymol ont été bombardées respectivement pendant 1 min, 5 min
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et 10 min. Les échantillons obtenus ont été dissous dans I’acétate d’éthyle et analysés par

chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse.

Les
échantillons a
tester

Figure 5 : A : Dispositif de photodégradation B : Source des rayons Césium

I1.2.4 Analyse par Chromatographie en phase gazeuse couplée a la Spectrométrie de
masse

Les différents échantillons obtenus par la bioconversion, la biodégradation et la
photodégradation ont été soumis a des analyses par chromatographie en phase gazeuse

couplée a la spectrométrie de masse dans les mémes conditions que précédents.

L’identification des différents composés ou métabolites transformés a été faite en se
basant sur les banques de données spectrales (Wiley 7n.1, NBS 75k.1, Nist 02) ainsi que sur

les données de la littérature.
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I1.3 Résultat et discussion

I1.3.1 Analyses chimiques préliminaires du thymol

I1.3.1.1 Analyse préliminaire par chromatographie sur couche mince
L’analyse par chromatographie sur couche mince (Figure 6) montre I’apparition d’une
seule tAche rose correspondant au thymol, dilué dans le dichlorométhane a une concentration de

S5mg/mL et révélé par 1’acide sulfurique. Cette tiche est caractérisée par le facteur de rétention
(Rf=0,54).

Figure 6 : Chromatographie sur couche mince du thymol

I1.3.1.2 Analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

Le spectre IRTF du thymol préparé dans une pastille de KBr avec une masse de 2 mg est
représenté par la figure 7.

L’examen du spectre infrarouge du thymol montre une bande large a 3232 cm™ lide a
I’élongation de la liaison O-H, des bandes intenses a 2965 et 2872 cm™ représentant les
groupements CH, et CH;. On peut constater aussi la présence d’une bande vers 1620 cm’
caractéristique de C=C aromatique. Une bande vers 1243cm™ caractéristique de la fonction
C-O d’élongation. Le thymol présente également la bande a 1088cm™ correspondant & C-OH

d’un alcool, et la bande de 946 cm™ caractéristique de la fonction isopropyle.
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Figure 7 : Spectre IRTF d’absorbance de thymol

I1.3.1.3 Analyse du thymol par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse

Une masse de 2 mg du thymol est dissoute dans 5 ml d’acétate d’éthyle, la solution est
injectée dans les conditions citées ci-dessus I1.2.1.3.

Le chromatogramme obtenu par CG/SM (Figure 8) révele la présence d’un seul pic a 5,98
min. L’identification du composé réalisée en se basant sur les banques des données spectrales

ainsi que sur les données de la littérature indique que ce pic est le thymol.
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Les différentes analyses montrent que le thymol utilisé dans notre étude expérimentale est de

grade analytique.

I1.3.2 Détermination de la concentration assimilable non inhibitrice pour Ila
bioconversion et la biodégradation

L’effet de la concentration du thymol vis-a-vis de la croissance bactérienne de
Paenibacillus popiliae 1C a été remarqué apres 24h d’incubation par des zones d’inhibition

correspondant 4 des anneaux transparents (Figure 9).

Figure 9: Effet de la concentration du thymol sur la croissance Paenibacillus popiliae 1C (A=

0,5 et Img/mL, B=5 et 10mg/mL, C=20mg/mL, et D=25mg/mL).

Le tableau 7 résume les diamétres des zones d’inhibitions obtenues a différentes

concentrations du thymol.
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Tableau 7 : Diamétre (mm) des zones d’inhibition du thymol par Paenibacillus popiliae 1C

Concentration (mg/mL) Diameétre (mm) Sensibilité
0,5 0 -
1 0 -
5 17 +
10 20 -
20 33 +
25 54 +

(+) sensible, (=) résistant.

Nous constatons que la croissance bactérienne augmente avec 1’augmentation de la
concentration du thymol. La sensibilité de la souche vis-a-vis du thymol commence a une
concentration de 5 mg/ml. Le diamétre le plus élevé a ét€ obtenu a la concentration la plus
€levée, soit 25 mg/ml. A des concentrations inférieures a 5 mg/ml, la souche n’est pas
sensible.

L’¢tude de la sensibilité de Streptomyces rochei AB1 vis-a-vis du thymol a montré

(Figure 10) une tres faible sensibilité caractérisée par une concentration de 25 mg/ml.

Figure 10: Effet de la concentration du thymol sur la croissance de Streptomyces rochei AB1
(A= 0,5 et Img/mL, B=25 mg/mL).

On peut conclure que les deux concentrations 1 mg/ml et 2 mg/ml sont convenable a
I’étude de la bioconversion et la biodégradation du thymol par Paenibacillus popiliae 1C et

Streptomyces rochei AB1 respectivement.
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11.3.3 Etude de la bioconversion et de la biodégradation du thymol

I1.3.3.1 Rendement de la bioconversion et de la biodégradation
Les rendements de la bioconversion et de la biodégradation sont obtenus en utilisant la

relation suivante :

R (%) = Mfinale/ Minitialex 100 %

R: Rendement de la bioconversion et biodégradation.
M finate - Masse de la phase organique.

Minitiai: Masse initial du thymol.

Les rendements de la bioconversion et de la biodégradation obtenus dans cette étude sont

résumés dans le tableau 8.

Tableau 8: Rendements de la bioconversion et biodégradation

Bioconversion Biodégradation

Paenibacillus popiliae 1C 0%

Streptomyces rochei AB1 13% 13.8%
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I1.3.3.2 Analyse de la phase organique par la chromatographie en phase gazeuse

couplée a la spectrométrie de masse

e Analyse des phases organiques obtenues par la bioconversion et Ia

biodégradation du thymol par Paenibacillus popiliae 1C

Nous avons constaté, en examinant le milieu de culture utilisé pour la biodégradation,
une inhibition de la croissance bactérienne de la souche Paenibacillus popiliae 1C. Cette
inhibition est probablement due au manque de source de carbone (Extrait de levure) par
rapport au milieu riche de bioconversion et que la souche n’a pas utilisé le thymol comme
source de carbone.

Par contre, dans le milieu utilisé pour la bioconversion, nous avons constaté¢ une
croissance bactérienne. L’analyse du profil chormatographique obtenu par CG/SM de la phase
organique issue de la bioconversion et la biodégradtion du thymol par la souche Paenibacillus
popiliae 1C (Figure 11 A) a montré que le thymol (Figure 11 B) n’a subi aucune
transformation. Ce résultat peut étre interprété probablement par les conditions opératoires
non optimisés ou que la souche utilisée ne peut effectivement pas transformer le métabolite

étudié .
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Figure 11: A : Profil chromatographique d’analyse de bioconversion et biodégradation du thymol par Paenibacillus popiliae 1C

B : Spectre de masse du thymol



e Analyse des phases organiques de la Bioconversion et la biodégradation du

thymol par Streptomyces rochei AB1

Le profil chromatographique (Figure 12 A) obtenu par CG/SM des deux phases
organiques issues de la bioconversion et la biodégradation (méme profil) révéle la présence de
deux pics ; 1’'un correspondant au thymol et I’autre au produit de bioconversion et/ou de
biodégradation du thymol par Streptomyces rochei AB1 a un temps de rétention égal 5,86 min
(Figure 12 B). L’identification de ce pic réalisée en se basant sur les banques de données
spectrales Wiley 7n et NBS 75k.1 indique qu’il s’agit du menthol. Le spectre de masse du

produit obtenu correspondant bel et bien au menthol (Figure 12 D).

Streptomyces rochei AB,

y

o
' OH OH

Thymol Menthol

Planche 7 : Bilan de la réaction de bioconversion et biodégradation du thymol par

Streptomyces rochei AB1
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I1.3.3.3 Analyse des métabolites obtenus par photodégradation

e photodégradation du thymol par la lnmiére UV

L’analyse par chromatographie gazeuse couplé a la spectrométrie de masse montre
I’absence totale de nouveaux pics (Figure 13 A). En effet le rayonnement ultraviolet UV ne

dégrade pas le thymol dans un temps de 45 min (Figure 13 B).

e Photodégradation du thymol par des rayons de Césium

Le profil chromatographique (Figure 14 A) révele la présence d’un nouveau pic.
L’examen du spectre montre que le principal produit obtenu est I’-a-Pinéne avec un temps
de rétention de 3 min pour un temps de bombardement par des rayons de Césium de 5 min et

10 min, par contre aucun produit n’est formé pendant 1 min de bombardement.

Cs137

D

Y

OH

Thymol a- Pinene

Planche 8: Photodégradation du thymol par le rayonnement haute énergie
de Césium (Cs 137)
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Conclusion

Le présent travail est consacré a I’étude de la bioconversion et la biodégradation d’un
composé terpénique, en 1’occurrence le thymol, par deux souches bactériennes a savoir
Paenibacillus popiliae 1 C et Streptomyces rochei AB1 et, d’autre part, sur sa
photodégradation par les rayons UV et les rayonnements a haute énergie Cs 137.

L’analyse préliminaire par chromatographie sur couche mince (CCM), spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) et par chromatographie sur phase gazeuse
couplée a spectroscopie de masse (CG/SM), a montreé que le métabolite est pur.

Nous avons déterminé la concentration d’inhibition qui a été utilisée par la suite pour les
expériences de bioconversion et de biodégradation.

Les conditions opératoires de biotransformation et de biodégradation du thymol par la
souche Paenibacillus popiliae 1C, n’ont pas permis sa biotransformation ni méme sa
biodégradation. Cet état de fait peut étre li€ & des conditions opératoires non optimiseés.

Concernant la souche Streptomyces rochei AB1, la biotransformation et la biodégradation
sont permis notamment 1’obtention du menthol.

La photodégradation par le rayonnement haute énergie du Cs137 a permis notamment
I’obtention du I’a -pinéne. Les conditions opérations de la photodégradtion du thymol par le

rayonnement UV n’ont pas abouti a des résultats concluants.
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