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Introduction

Au cours des derniéres décennies, l'augmentation rapide des populations et
I'évolution de l'industrialisation ont entrainé des polluants environnementaux dans l'air, le
sol et I'eau. (Sun et al., 2015).

La pollution,c'est la présence de toute substance polluante dans I'environnement. Ce
qui provoque une perturbation des systéemes environnementaux lorsque ces systémes
peuvent cesser de remplir leur réle naturel a la surface du globe(Kamali et al.,2021).

La pollution des milieux terrestres et aquatiques constitue un probléme
environnemental majeur parce que, du fait de I'échelle massive a laquelle elle intervient son
impact sur la santé humaine et sur la biosphere est devenu trés préoccupant. Les
hydrocarbures sont les polluants organiques les plus fréquents, ce qui est compréhensible
étant donné les quantités énormes utilisées pour la production d'énergie (production
mondiale de pétrole 1999)

les composés organiques phénoliques présentent un grand probleme, sont

généralement présents dans les effluents émergents de diverses activités industrielles
comme les dérivées pétrolieres y; ceux-ci peuvent causer de graves problémes éco
toxicologiques et lieés a la santé s'ils sont rejetés dans I'environnement approprié(Kamali .,
et al2021) car sont des polluants ubiquistes et persistants dont certains posent de réels
problémes pour I’environnement et la sante publique.

Le phénol, avantage et inconvénient ou monohydroxybenzéne, de masse molaire
94,11, est a température ambiant a 20°C, D’aiguille incolore, il est soluble dans nombreuses
solvants organiques, (éthanol notamment).
Le phénol utilisé en industrie des matiéres plastiques, et les fibres synthétiques, dans le
raffinage de pétrole dans l'industrie pharmaceutique, ainsi, la fabrication des détergents.

De plus, la pollution par les phénols a également entrainé la diminution de la
croissance et de la population des communautés microbiennes. Ces dernieres, présentent
des effets toxiques chez les animaux domestiques en dysfonctionnement de leur systeme
biochimique (Yahaya et al.,2019),a également des effets toxiques sur les animaux

terrestres et aquatiques. (Duan et al.,2018).

Un grand nombre de composés organiques naturels et synthétiques sont biodégradables
par les micro-organismes dans le cadre de leur métabolisme normal pour tirent le carbone
comme source d'énergie en rompant les liaisons chimiques et en transférant les électrons

loin du polluant Les micro-organismes utilisent I'énergie produite a la suite du transfert
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d'électrons avec la source de carbone pour la division et la continuité (Kulshreshtha et al.,
2014).

D'autre part , des micro-organismes naturels définis capables de tolérer le phénol ont
été largement utilisés comme nouvel outil de biodégradation pour dégrader le phénol
hautement toxique et ses dérivés en composes moins toxiques ou inoffensifs (Al Defieryet
Reddy.,2014).

Certains microorganisme est capable de métaboliser les dérivées phénoliques en culture
seule, par exemple, les cyanobactéries représentent d'anciens procaryotes photosynthétiques
, autotrophes , anaérobies, présent une fonction remarquable sur la biodégradation des
hydrocarbures pétroliers(Al-Hasan et al.,2001), ainsi les bactéries gram-négatives telles
que Burkholderiaspp. et les espéces deMoraxella(Prakash et al. ,1996; Suresh et al.,2006;
Vasanthara et al. 2017).

Ce que nous permet d'étudier la cinétique et la capacité d'un nombre des bactéries a
maintenir leur biodégradation d'un composé phénoligue et la production de biomasse dans
des conditions favorables (température, ph..etc.) , en culture unique et autre cultures

mixtes.

Selon Bull, 1984, les chercheurs de I'époque pensaient que la culture pure pouvait
étre un modele approprié pour les études scientifiques par rapport a la culture mixte et il

était difficile de mener une analyse expérimentale a lI'aide de cultures mixtes.

Les interactions synergiques conduit a la dégradation des polluants entre les membres
des associations bactériennes mixtes (Cerqueira et al., 2011) et sa capacité a évoluer
efficacement en fonction de sa condition environnementale (Arnosti et al., 2016) rend cette
culture mixte technique un meilleur candidat a appliquer dans la biodégradation. Il a été
affirmé que les intermédiaires du métabolisme catabolique d'une souche peuvent étre
d’avantage dégradés a l'aide d'une autre souche en raison de l'interaction synergique entre
les membres des associations, ce qui se traduit par un métabolisme plus efficace et une

dégradation compléte (Bhattacharya et al., 2015).

Les principaux objectifs de ce travail :

» Isolement des souches d'intérét qui dégradent le phénol.
> Etude de la cinétique de biodégradation de chaque souche de culture unique.
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» Etude de la cinétique de biodégradation de culture mixte.

Ce mémoire est composé de deux parties, une partie de synthése bibliographique
présentant les informations essentielles sur la pollution environnementale par les dérivees
pétrolieres, la capacité de biodégradation de phénol par les microorganismes, et  une
seconde partie qui regroupe la méthodologie choisie pour la réalisation de ce travail ainsi
que les principaux résultats, leur discussion et une conclusion générale avec des
perspectives






Synthese
bibliographique



Chapitre 01 : La biodegradation de phénol par la microbiot des sols polluées

1. Définition de la pollution :

La pollution peut se définir comme une modification défavorable de 1’équilibre naturel
susceptible des ressources biologiques, ce que mettre la santé humaine puis , la faune et la flore

en danger (Brigitte etal., 2003). Cette modification résulte en totalité de 1’action humaine.

Parmi les les pollutions les plus redoutables sur 1’environnement, la pollution pétroliere qui

reléve a la fois de la pollution chimique et celle organique.

La présence des hydrocarbures généralement c’est de 1’apport de matiéres ou de I’accumulation
des polluants (Brigitte et al., 2003). Dont plusieurs provoquant des intoxications des

organismes affectes en perturbant vitale pouvant entrainer la mort (Ramade., 2000).

Hydrocarbures

5:19% ® Brut densité non précisée
Brut léger
Raffiné lourd
Raffiné lourd/intermédiaire
‘ 1:4% Raffiné léger

Raffiné densité non précisée

Hydrocarbure inconnu/non
3:11% précisé
Activité industrielle

» Eaux de process

3;12%

1;4%
1;4%
2:8% \

Substances chimiques

2:8% Substances Chimiques non
précisé

5;19% » Minerai, Sels, Cristaux, ...

Figure 01 : principale contribution annuelle pour la pollution pétroliére mondiale 2019 (cedre ,2019)
2.Définition des hydrocarbures

Sont des composés organiques contenant seulement du carbone et del'hydrogene et
hautement insoluble dans I’eau, les hydrocarbures de faible poids moléculaire sont gazeux,
tandis que ceux d’un poids moléculaire plus élevé sont liquides, ou solides, a latempérature
ambiante (Michael et John, 2007). Le carbonne et I’hydrogéne peuvent former des

molécules saturées, linéaires ou cycliques, et parmi les molécules cycliques, certaines

I
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grace a un type particulier instauration ont des propriétés particuliéres qui les font classer a

part (Dali., 2018).0n distingue donc trois types hydrocarbures:
1. Les hydrocarbures saturés a chaine ouverte ou cyclique.

2. Les hydrocarbures insaturés a double ou triple liaison et qui peuvent aussi étre cycliques

Ouacycliques.

3. Les hydrocarbures aromatiques monocycliques ou polycycliques (Dali.,2018).
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Figure 02 : Structure moléculaire de base des principaux hydrocarbures pétroliers(Colombano et al

2008)

Les hydrocarbures regroupent différents produits pétroliers (pétrole brut, pétrole raffiné,
kérosene, essences, fuel, lubrifiants, huiles a moteurs (Jeannot et al., 2001).Les hydrocarbures
constituent généralement | 0% a 30% des hydrocarbures totaux du pétrole (Soltani., 2004).Les
hydrocarbures déversés dans environnement subissent une série de transformation aboutissant a
plus ou moins long terme & leur disparition totale ou partielle. Les transformations
microbiennes par les microorganismes sont a elles seules a 1’origine de la disparition de la
majeure partie des hydrocarbures (Arris., 2008), car ces microorganismes, principalement les

bactéries utilisent les hydrocarbures comme substrats de croissance (Scriban, 1999).



Chapitre 01 : La biodegradation de phénol par la microbiot des sols polluées

A ,W
S NI N\F
Naphthalene (C,gHg) Anthracene (Cy4Hp)
- g
SN — N
= PP
Phenanthrene (C4H1p) Pyrene (CygHqp)
=
— S
A A&
Benzo(a)pyrene (C,,H,,) Coronene (C,4H;,)

Figure 03 :Structure de quelques hydrocarbures aromatiques polycycliques abondants (HAP) dans
I'environnement (Benchouk,2017)

2. 2.Impact des hydrocarbures sur I’environnement :

Les aspects les plus évidents sont les grandes catastrophes trés médiatisées courir les pollutions
par les hydrocarbures, Les sols contaminés par les hydrocarbures présentent un danger lors
d’un contact direct avec I’Homme oul’animal ou lors de leur transfert de la chaine
alimentairec’est le phénoméne de bioaccumulation avec le piégeage par les végétaux et les
animaux des polluants ou de leurs produits de dégradation jusqu’a des teneurs toxicité
(Soltani.,2004). Au niveau de la phase gazeuse dans le sol, les risques sont réels avec la
présence de substances volatiles : émanations toxiques, incendies et explosions avec des

produits inflammables et explosifs en atmosphere confinée (Dali., 2018).
3. Définitionphénol :

Le phénol, un composé chimique inclus dans le groupe deshydrocarbures aromatiques, est

également connu sous denombreux noms tels que I'hydroxybenzene, I'acide
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phénique,l'acidephénique, I'acide carbolique ou I'alcool phénolique.Généralement, la
dégradation et I'oxydation des composésorganiques polyaromatiques, y compris le benzene et
lespolymeres, entraineront la production de phénol (Naghanetal.,2015). Il a la formule
structurelle de C6H50H (Figure4)avec une composition en pourcentage de 76,57 %
decarbonne, 17 % d'oxygéne et 6,43 % d'hydrogéne et un poidsmoléculaire de 94,11 g/mol
(Babich et Davis., 1981).. Cette substance cristalline incolore en forme d'aiguille a uneodeur
caractéristique, une nature corrosive et estconsidérablement soluble dans I'eau ainsi que dans
lessolvants organiques, y compris le pétrole, I'alcool,chloroforme, glycérol et éther (Mazukiet
al.,2019)

Le phénol est fabriqué en tant qu’intermédiaire de la préparation d’autres produits chimiqueet
il peut étre libéré comme sous-produit ou contaminant.et par les échappements des moteurs
thermiques et la dégradation photochimique du benzéne émettent aussi du phénol dans
I’atmosphere. Il en est de méme pour les usines de cokéfaction et de carbonisation a basse
température, de la combustion du bois et du tabac le phenol .est présent dans de nombreux
végétaux. il est couramment utilisé comme un produit chimique pour diverses activités. dans le
cadre d’un mélange dans le laboratoire.

A T’heure actuelle le phénol est généralement préparé par le procédé Hockquiconsiste a oxyder

I’isopropylbenzeéne par le dioxygene de I’air.

OH

Figure 04: Structure chimique de phénol
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Tableau 1 : Propriétés physico-chimiques des phénols.

Propriété Phénol

Formulechimique C6H50H
Masse molaire 94,14g.mol-1
Solubilitédansl’eau (25°C) 87g.1-1
Point de fusion 43°C
Point d’ébullition 181,8°C
pKa 29,95

3.1. Effetstoxiques du phénol:
3.1.1. Effettoxiquessurenvironnement:

Le phénol est considéré comme un polluant prioritaire. Les phénols synthétiques étant plus
toxiques que ceux existant a 1’état naturel. Les personnes manipulant du phénol doivent
notamment éviter le contact cutané et I’inhalation de ces produits. Il pénétre rapidement dans
I’organisme par toutes les voies. Les intoxications industrielles résultent de contact cutanes et
d’exposition aux vapeurs, qui pénétrent dans I’organisme non seulement par voie pulmonaire

mais également a travers la peau intacte (Arris., 2008.Agency., 2008).

le phénol comme intermédiaire dans plusieurs procédes de synthese et de fabrication et parfois
il est produit au cours de différentes réactions de transformation. Par consequent, on le trouve
dans les rejets des raffineries du pétrole, des industries de papetiers, des usines de fabrication
de résines, de peintures, de textiles, de pesticides, cosmétiques, des industries
pharmaceutiques,...etc. Il est trouvé méme dans les cokeries et toutes les usines de
transformation du charbon. Le rejet du phénol dans la nature, sans traitement et sans contréle
peut modifier les écosystémes aquatiques et causer des dommages aux ressources précieuses.
La faune et la flore sont les principales cibles de ces effluents. Le phénol est un produit répandu

et nuisible a la vie aquatique. Il est trés toxique dans 1’eau, polluant du sol et conduit a de
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nombreux effets indésirables sur I’environnement et sur la santé(KavilasniSubramaniam

etal.,2020) .
3.1.2. Impact sur les eaux :

Dans I’eau, le phénol forme des solutions toxiques. En raison de sa forte toxicité, sa solubilité
dans I’eau, le phénol dans la catégorie de risque de pollution de 1’eau. Ce dernier est susceptible
d’atteindre les sources d’eau potable en aval des rejets. Le phénol donne un gotiit désagréable
méme a faibles concentrations et des odeurs dans I’eau potable. Il peut avoir aussi des effets
négatifs sur les differents processus biologiques et ce par accumulation. La bioaccumulation du
phénol a été étudice.. Il est prouvé qu’il peut également causer des dommages génétiques pour
les poissons car ces derniers sont tres sensibles . Les phénols chlorés aussi sont tres toxiques
pour les hommes et les animaux. En présence de chlore, le phénol forme des chlorophénols qui
sont facilement absorbés par tractus gastro-intestinal provoquant une toxicité aigué. Ils
augmentent aussi la fréquence respiratoire, suivie de vomissements et de nausées. Méme pour
des concentrations aussi faibles de 1’ordre de 0,1 mg /L, les chlorophénols produisent un gotit
désagréable lorsqu’ils sont mélangés avec de 1’eau potable . La toxicité augmente avec le degré
de chloration qui pourrait générer des composés de chlorophénols mutagénes et cancérigenes

(KavilasniSubramaniam et al., 2020).
3.1.3. Impact sur le sol :

Dans le sol, le phénol subit une dégradation microbienne aérobie ou anaérobie, deSorte que
I’effet d’accumulation reste limité. L’accumulation est fonction de la présence de minéraux
argileux (forte affinité avec 1’oxyde d’aluminium). Comme le phénol est soluble dans I’eau et
modérément volatil, il est tres mobile dans les sols. Par conséquent, le phénol peut étre lessivé
facilement des sols et ainsi contaminé la nappe phréatique. Le phénol a tendance a se
biodégrader rapidement dans le sol et dans les sediments. Les microorganismes aérobies autant
qu’anaérobies peuvent utiliser le phénol comme substrat de croissance, bien que la
décomposition dans les conditions aérobies soit plus rapide. Dans les plantes, malgré que le
phénol est absorbé par les racines, il ne s’achemine pas vers les pousses mais joue un role dans

la résistance aux dommages des plantes causées par les insectes.
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Figure 05:Devenir d’un polluant organique au niveau du sol (FokouMbogne, 2017)
3.1.4. Chez homme

L'exposition aigué ou chronique au phénol peut entrainerdes effets nocifs chez I'nhomme. Une
exposition aigué auphénol peut entrainer une irritation de la peau, un inconfort
gastrointestinalainsi que des maux de téte.

La nature corrosive du phénol peut provoquer des brilureschimiques au site de contact
(Bashaetal.,2010). De plus,le phénol peut étre tres dangereux lorsqu'il entre en contactavec
lesyeux, car il peut provoquer une altération de la vision . Abussaudet al.,2016Etant donnés
que le phénol a un effet anesthésique local,une douleur minime ou nulle peut étre ressentie au
premier contact.

Les dommages cutanés causes par le phénol résultent de lacoagulation liée a la réaction du
phénol avec les acidesaminés contenus dans lakératinedel'épiderme et lecollagéne de la peau
interne. Une exposition répétée ouprolongée au phénol ou a ses vapeurs peut étre toxique
pourle systéme nerveux, le coeur, les reins et le foie, car il estfacilement absorbé par la peau et
les muqueuses (Pradeepetal.,2015).1a consommation de phénol peut entrainer unavortement et

un arrét accru du développement embryonnaire précoce ( Renzy-Martin et al., 2014).

3.1.5. Chez L'animal

En outre, le phénol a également des effets toxiques surles animaux terrestres et aquatiques.
(Duan et al.,2018). L'inhalation de 1’air avec des niveaux ¢levés de phénol peut causer des

irritations des pommons, les expositions induisent des tremblements du muscle, une perte de

10
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coordination, cette exposition a haute concentration a partir de I’atmospheére pour plusieurs

semaines provoque de paralysies séveres altérations au cceur, foie, reins et pommons, et dans

certain cas la mort (Agency., 2008).

4. L'adaptation des microorganismes aux xénobiotiques
De nombreuse agent polluant peuvent etretronsformé a la fois par des réactions physiques ou
chimiques et biologiques , touts fois décomposition et transformation sont généralementplus
rapide dans des envirenements comportant une microflore que dans les envirenements stériles
I'implification des micoorganismes dans la dégradation des polluants est indirectement établie

I'éxistence d'une phase de latence correspendant a d'adaptation de la microflore dans lequelle

provoquant une raccourcissement.
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Figure 06: Mise en évidence des phénomeénes d'adaptation des microorganismes dans les sols
(Martins, 1993).

5. Les principaux processus de transformation des xénobiotiques

Cing processus impliqués dans les biotransformations de xénobiotiques ont été définis . Ce sont
la minéralisation, le cométabolisme, la polymérisation, I'accumulation et les effets secondaires
de I'activité microbienne .

La biotransformation d'une molécule de polluant peut faire intervenir un ou plusieurs processus

simultanément ou successivement et conduire a la formation de différents produits issus du

métabolisme d'un ou plusieurs micro-organismes(Bollag et Liu.,1990).
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6. Mécanisme de biodégradation de phéenol
Les bactéries peuvent convertir le phénol et ses dérivés en intermédiaires en molécules plus
simples sous l'action des microorganismes, que soit par voie anaérobie(absence d'oxygene),
c'est-a-dire par une voie unique,soit par voie aérobie (présence d'oxygeéne), et aussi par
voieméta ou ortho.
D'un point de vue chimique, la biodégradation se traduit par un processus de simplification
successifes de la structure d'un compose organique comme le phénol utilisé par les
microorganismes aérobies et anaérobieutilisant diverses enzymes (Sahar, 2006 ; Basha et al.,
2010). Ces enzymes peuvent inclure hydroxylases, oxygénases, et oxydases (Nair et al., 2008
in Patil, 2014 ; Basha et al., 2010 ).

OH
7" “COOH COOH
meta-cleavage comm—) f\J
OH €230 N A
2[H) N
OH % 2-hydroxy muconic Oxopent 4-enoate "A\‘b
semialdehyde Stk
cycle
/-\PMO\
(o) O
kT ,20 CO%BOH COOH
ortho-cleavage [/1 Qj:
Muconic acid Muconolactone

Figure 07:Voie aérobie pour le métabolisme du phénol (Mazukiet al.,2019).

un certain nombre de phénol hydroxylase ont été purifiées a partir de nombreuses especes
bactériennes telles que Diaphorobactersp, Acinetobactersp. (Sun et al.,2014),

Acinetobactersp, et Corynebacteriumsp. (Senthilvelan et al., 2014).
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Coys d'imprégnation des hydrocarbures
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Figure 08 - Migration des hydrocarbures dans les sols (vandecasteele et al.,2002)

L’huile résiduelle constitue une source continue d’hydrocarbures susceptibles de contaminer la

nappe sur de longues périodes.

La dégradation du phénol par les bactéries est possible via lI'action de diverses enzymes telles
que les oxygénases, les hydroxylases, les peroxydases, les tyrosinases et les oxydases (Nair et
al., 2008).

6.1. La biodegradation anaérobie

La dégradation des composées organiques en milieu anaérobie est plus complexe
(Picot.,2013).Les enzymes ne sont pas toujours spécifiques et sont capables de s’attaquer a des
structures chimiques similaires aux substances naturelles. La spécificité des microorganismes
est également tres variable et ils s’attaquent souvent a une gamme plus o0 moins large de
composés organiques (Picot et al.,2013). Dans cette voie le phénol carboxylé en 4-
hydroxybenzoate par décarboxylase qui est la premiére étape clé dans la voie anaérobie(Basha
et al., 2010 ;Sarwade et Gawai, 2014). L’enzyme impliquée est le benezoate 4-hydroxy
carboxylase. La dégradation anaérobie de plusieurs autres composés aromatiques a été
démontrée qu’inclure une réaction de carboxylation. Les microorganismes capables de

dégrader le phénol dans des conditions anaérobies étaient Thaueraaromaticaet

Desulphobacteriumphenolicum(Patil.,2014).
6.2. La biodégradation aérobie

La premiére étape du métabolisme aérobie est 1’hydroxylation des phénols en catéchol par la

phénol-hydroxylase , une enzyme dépendante du NAD(P)H. Cette enzyme incorpore un atome

13
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d’oxygene dans le cycle aromatique pour former le catéchol qui subit alors un clivage du noyau
par une dioxygénase . Le catéchol est dégradé par ortho- ou meta-fission en intermédiaires du
métabolisme central . La fission initiale du noyau aromatique est catalysée par une enzyme de
clivage ortho, la catéchol 1,2-dioxygénase ou par une enzyme de clivage meta, la catéchol
2,3dioxygénase .

Les catéchols sont donc clivés soit par orthofission (intradiol, ¢’est-a-dire par liaison carbone
entre deux groupes hydroxyle, soit par metafission (diol supplémentaire, c’est-a-dire entre un
des groupes hydroxyle et un carbone non hydroxylé ) Aprés plusieurs étapes ultérieures, les
produits des deux voies ortho et meta sont incorporés en tant qu’intermédiaires du cycle de
Krebs. L’ortho-clivage est la voie la plus productive pour 1’organisme car il implique moins de
dépenses d’énergie. Les composés aromatiques sont généralement convertis en. Les
intermédiaires dans la biodégradation des phénols sont le catéchol, le cis, cis-muconate, le
Bcétoadipate, le succinate et I’acétate .(Harzallahbasma.,2018).

Les organismes qui utilisent le phénol par voie aérobie sont Acinetobacter, Pseudomonas,
Bacillus, Burkholderia, Rhodococcus(Hasan et Jabeen., 2015),Streptococcussp. (Mohite et
Jalgaonwala., 2011 in Patil, 2014),Candidatropicalis(Tuah et al., 2009 in Patli, 2014),
Acinetobacter;Alcaligenes r,(Hasan et Jabeen., 2015)

La degradation se fait aussi par la volatilisation en phase gazeuse des polluants a 1’interface
eau-air dans les sols, avec dégazage vers I’atmosphere et la transformation ou la dégradation
des HAP par voie chimique se fait soit par oxydation chimique, soit par photo-oxydation sous

I’action des rayonnements ultraviolets (UV), de I’ozone, du peroxyde d’hydrogene, du

dioxygene ou de radicaux —OH (Letho et al., 2003).

6.2.1. Les enzymes impliquées dans la biodegradation aérobie :
6.2.1.1. Phénol-hydroxylases:

Sont des enzymes importantes, responsables de la monohydroxylation impliquées dans la

biodégradation aérobie des composées phénoliques monoaromatiques.

phénol hydroxylase introduisent un atome d’oxygene dans le substrat correspondant, a la
position ortho du cycle aromatique, hydroxylant ainsi le phénol en catéchol.(Bashaet al.,
2010).

14



Chapitre 01 : La biodegradation de phénol par la microbiot des sols polluées

Dans le genre Pseudomonas, le géne structural (phy A) de la phénol-hydroxylase a été

identifiédans un plasmide et le gene a été cloné et séquencé (Hanson et Berliner, 2009).

6.2.1.2. Catéchol dioxygénases:Deux classes de ces enzymes sont identifiées sur la base des

mécanismes de clivage des cycles aromatiques:

Les extradiolsdioxygénases qui utilisent du Fe ou d’autres ions métalliques , pour cliver le noyau

aromatique en metaposition par rapport aux groupes hydroxyles.

Les intradiolsdioxygénases: les dioxygénasesintradiols, qui utilisent le Fe pour cliverle cycle

aromatique en position ortho par rapport aux substituants hydroxyles.

7. Optimisation des conditions pour une biodégradation améliorée des

phénols

La biodégradation des phénols par les microorganismes dépend d’un certain nombre de facteurs
et il est tout a fait essentiel de comprendre comment ces facteurs affectent cette processus de
dégradation. Chacun de ces facteurs devrait donc étre optimisé pour que 1’organisme choisi
atteigne la dégradation maximale du composé phénolique sélectionné. L’optimisation de la
concentration du substrat dans la biodégradation des phénols est particulierement importante,
car il est connu que la biodégradation des phénols par les cellules microbiennes est inhibée par
les phénols eux-mémes, en particulier a des concentrations élevées (> 200mg.1-1 ). Bien que les
phénols soit biodégradables a la fois en aérobiose et en anaérobiose, ils peuvent inhiber la

croissance de microorganismes a des concentrations élevées, méme pour les espéces qui

peuvent les utiliser comme substrat de croissance (Al-Khalid et EI-Naas, 2012).

L'amplitude de la transformation dépend de différents facteurs biotiques et abiotiques comme la
présence de microorganismes compeétents, La disponibilité d’accepteurs d’électrons nécessaires
a I’action microbienne, La teneur en eau, Le potentiel hydrogeéne (pH), La température, La

disponibilité de nutriments minéraux (azote (N), phosphore (P), potassium (K), la concentration

et la bio accessibilité des polluants. (Tarayre,.2012).
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Figure09 :Les facteurs influence la biodégradation (hassanshahian et al.,2020)

8. Les microorganismes impliquent dans la biodégradation de phénol :

L’étude de la biodégradation des HAP a débuté par I’isolement et 1’identification des cultures
mixtes dégradantes. Il s’agissait d’identifier un panel de souches bactériennes pré-sélectionnées
pour leurs capacités a dégrader le phénole et les souches bactériennes issues du sol contamineé

par les dériveéspétroliéres(Johnsen et al., 2005).

De nombreux microorganismes, se distinguent les organismes dégradateurs d'hydrocarbures
obligatoires pour lesquels la présence d'hydrocarbures est obligatoire a leur survie et des
organismes dégradateurs opportunistes capables d'utiliser les hydrocarbures comme source de
carbone parmi d'autres sources possibles (Ortmann et Lu 2015).

Dans la littérature, plusieurs rapports peuvent étre trouvés indiquant que des souches

microbiennes telles basilensis(Blanco.., 2019),P. putidaet les souches E. coli .
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Figure 10 : Communauté microbienne impliquée dans la dégradation des hydrocarbures pétroliers
(Head et al., 2006)

La biodégradation des hydrocarbures pétroliers implique plusieurs composants biologiques qui
agissent de concert. Les bactéries dégradant le pétrole sont indiquées en vert. Les fleches
pleines indiquent les flux de matieres et les fleches en pointillés indiquent les interactions

directes entre organismes .

9.Approches moléculaire:

L' hybridation ADN/ADN (southren blot), un technique trésintéréssent, permet d'explorer des
génes codant pour les enzymes avec cette activité de phénol hydroxylase, qui montre la
similaritéentre les séquences nucléotidiques d’ADN. Par conséquence,ces souches

propablementposseédent les mémegénes de biodégradation .

Maintenent, la métagénomique Sert a étudie I'écologie microbienne en permettant de mieux
connaitre la composition et les interactions synérgiques dans une consortiums bactériens
présents dans 1’environnement.

En cequi concerne les espéces microbiennes, seulement 5% de la diversité microbienne serait

connue a ce jour et donc 95% reste encore a explorer (Srivastava et al., 2014).
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La biologie moléculaire appliquées des stratégies ont permis la découverte et I’identification de
nouvellesbactéries et de leurs génes cataboliques impliqués dans la dégradation des
xénobiotiques, puis, le utilisees dans la bioremédiation des sols polluées.(HARZALLAH
Besma., 2018).

10.Traitement des sols pollués par les hydrocarbures
Il existe de nombreuses techniques de dépollution pour traiter les sols contaminés par des

composées pétroliers, plus ou moins efficaces selon la nature du contaminant. Parmi ces
techniques il y a I’incinération, le lavage des sols, L’oxydation chimique, 1’extraction chimique,
(Roberts, 1998).

Parmi les meilleures technologies de traiter les effluents fortementpollués, le systeme a boues
activées a été largement mis en oeuvre pour le traitement les effluents industriels
Jlabioremédiation qui est basée surl’utilisation des micro-organismes(Dufresne, 2013), les
traitement physique, thermique comme combustion catalytique, incinération, et des traitement
biologique.

L’intérét d’une méthode de traitement des sols pollués par les hydrocarbures se mesure a son
efficacité, a son cout, a la facilité de sa mise en oeuvre, a la qualité du sol obtenu apres

traitementqu’a la facilité de retraitement des sous-produits générés (Bekenniche, 2014).
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Matériel ot mathod

1.Site de prelevement

Le sol contaminé par les dérivés pétroliers utilisés pour cette étude et obtenu comme un
¢chantillon composite provient d’une décharge propre au niveau d’une station de service
Aiwaz située dans la wilaya de Laghouat La procédure de prélevement et la préparation du sol
est reporté par (Rahbal.h. etal 2020).

Les échantillons sont prélevés dans la couche superficielle du sol (0-20cm) ou I’activité
biologique est maximal dans I’horizon de surface et décroit plus au moins rapidement avec
la profondeur (Itab, 2002). La prise des échantillons est faite dans la méme condition
physiques (température ; humidité) .les échantillons sont récupéré aseptiquement a I’aide
d’une spatule dans les flacons stériles qui sont acheminé jusqu’au laboratoire avec soin, puis
ils ont été Conserves dans des flacons stériles a 4°C pour garder leur humidité car le séchage
des échantillons de sol tue une partie de la microflore et rend impossible la détermination de

la biomasse microbienne (Itab, 2002).

Figurell : Localisation des sites d’échantillonnage (Google maps 2021).
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Etat de sol (observations a I’ceil nu) :

La caractérisation des deux échantillons de sol porte essentiellement sur la couleur, la texture

en raison de différence endroit de prélevement et de la nature de polluant dans le but de

cerner la nature et I’origine d’une pollution.

Figure 12: Photos des deux sites de prélevement d’échantillonnage (originale.,2022).

Tableau 02 : Aspect des échantillons des sols prélevés (noir /odeur++) (marron /odeur+)
Sol Couleur /I’odeur

Echantillon:SO1 Marron/odeur (+).

Echantillon :ST02

Noir/odeur (++).

20



Matériel thod

2.1solement de la flore bactérienne cultivable

2.1 Préparation des dilutions décimales ( en cascade)

Les dilutions sont réalisées en eau physiologique stérile variant de 10 & 10, la solution

meéres est constitué¢ de 1g de sol dans 9ml d’eau physiologie et considéré comme étant la
dilution 107,

A partir de chaque dilution, un volume de 100 pl est ensemence sur la surface de milieu

gélosé LB par étalement a 1’aide d’un rateau (technique d’inondation) et incubée a 30°C

pendant 24 heures.

nknown concentration

— .
9.0mL broth u “ '
- p
- o/
1110 2 11104

Colonies:

'—'__J 311 colonies 27 colonies 3 colonies 0 colonies

Figure 13: procédé de dilution de la solution du sol (AnupamaSapkota.,2022)

2.2 Purification de souches bactériennes

Un seul type de microorganisme ne peut pas étre étudié dans une culture mélange. On a
besoin d’une culture pure (population provenant d’une seule cellule) pour caractériser une
espéce individuellement (Lansingetal.,2010). Les colonies suspectes ont été sélectionnées par

apport a leur aspect macroscopique.
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La technique de purification procédée est la technique d’épuisement par quatre quadrants.
Dans des boites coulées par le milieu LB, nous avons ensemencées a partir de chaque type de
colonie des stries par cette technique, ensuite, les boites ont été incubées a 30°C pendant 24h.

steénlisation de sténlisation de sténlisation de
I'ensemenceur I'ensemenceur I'ensemenceur
alaflamme alaflamme alaflamme
7 7 N7 X N
G - f e —

= = |——1]
Etaler les levures de Etaler les levures de

la zone 1 sur le quart la zone 2 sur le quart
noté 2 sur la boite. noté 3 sur la boite.

Partager le fond de la
boite en 3 parties,
comme figuré ci-
dessus (1, 2 et 3).

Etaler les levures sur
la moitié, repérée 1
sur la boite de Pétri,

Figure 14 : Méthode d’ensemencement par la technique de quadrant(INRS, Santé et sécurité au

travail)
3. Etude et optimisation de la dégradation de phénol
3.1 culture minérale et dosage colorimétrique de phénol

3.1.1.La culture minérale et conditions d’incubation:

A pour but de mettre le phénol comme la seule source de carbone pour la croissance
microbienne (Bared et al., 2010 ), nous avons utilisé un milieu minérale (Yi Li et al., 2010)
(figure 16) (Annexe 01) qui contient les sels minéraux nécessaires a la croissance des
bactéries (Bared et al., 2010), le milieu est ajusté a un pH de 7 a 7,2 avec une solution de

NaOH a IN ou le HCI car c’est le pH optimal de la biodégradation (Daffri et Bousseboua,
2014).

Dans des flacons contenant un volume de 45 ml de milieu minérale autoclavé a 1B pendant 20
min, on ajoute aseptiquement un volume de phénol a partir d’une solution préparé a 1%
(annexe 01) et la bactérie, les flacons sont incubés a 30 °C sans agitation mécanique (Jiang et
al., 2007 ; Garcia et al., 1998 ; Calvario-Rivera et al., 2008 ). ces conditions

physicochimiques sont maintenus pour toutes les cultures minérale de cette etudes.
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3.1.2.Le dosage colorimétrique:

Dans un tube qui contient un volume de d’eau distillé, nous avons déposé un volume de 100
pl de la culture minérale dans un tube (aprés la centrifugation de la suspension pendant 5
minutes par 3500 rotation/min pour 1’élimination de la biomasse microbienne) ensuite on
dépose 200 ul de réactif de folin-ciocalteu. Aprés 3 minutes on a ajouté 600 pl de solution

carbonate de calcium (CaCO3).

Le dosage colorimeétrique sert a dosé le phénol dans la culture minérale, les traces de phénol
sont traduites par la formation d’une couleur bleu foncé a bleu claire (selon la concentration
de phénol) et la mesure de cette intensité est estimé par la détermination de ’absorbance a

une longueur d’onde de 765 nm au Spectrophotom-etre UV-visible (OPTIMA).

3.2 Test de biodégradation du phénol (sélection des bactéries d'intérét)

Dans cette etude nous avons présélectionné les souches aptes de dégrader le phénol par un test
de biodégradation a partir des isolats déja purifiés. Nous avons mis chaque souche en culture
dans un milieu minérale avec une concentration de phénol pour mettre en évidence la capacité
des bactéries a métaboliser le phénol comme seule source de carbone, les cultures ont été
mises en incubation a 30°C pendant une semaine avec un flacon témoin qui ne contient pas de
bactéries. Les resultats positives de dégradation sont traduits par 1’absence de trace de phénol

apres dosage colorimétrique.

3.3 Identification des souches bactériennes d'intérét

3.3.1 Aspect macroscopigue et microscopique

Les souches microbiennes isolées et aptes de metaboliser le phénol sont identifiées par les
méthodes classiques, détermination de leurs caractéres morphologiques, physiologiques,
biochimiques.

3.3.1.1.Aspect macroscopique :

L’observation de I’aspect macroscopique des colonies permet d’effectuer une premicre

caractérisation, avec une orientation possible des résultats au cours de 1’identification.

D’aprés Joffin et Leyral,les éléments d’identification macroscopique sont : La forme des

colonies, La chromogénes, L’¢élévation, L’opacité, La surface .
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3.3.1.2.Aspect microscopique :

3.3.1.2.1. Coloration de Gram

Apres la préparation d’un frottis sur une lame par la suspension bactérienne, nous avons réalisé
notre coloration :

Le violet de Gentien : Toutes les bactéries sont colorées en violet.

Le lugol : Le mordangage : cette étape permet de stabiliser la couleur violette.

L’alcool : La décoloration : pénétre dans la bactérie, la coloration au violet de Gentiane
disparait, les bactéries décolorées sont des bactéries Gram-. Si l'alcool ne traverse pas la paroi,
on est en présence de bactéries Gram+.

La fuschine ou safranine : les bactéries a Gram — sont colorés en rose. (Kouadri, 2014).

- Observation microscopique a 1’objectif 100 (Par 1’ajout d’huile a immersion)
3.3.2 Identification biochimique
3.3.2.1.La galerie biochimigue miniaturisé API 20E:

APl 20 E est un systeme standardisé pour l'identification des Enterobacteriacea et autres

bacilles a Gram négatif non fastidieux, comprenant 21 tests biochimiques miniaturisés,

Elle comporte 20 micro tubes contenant des substrats déshydratés. Les micro tubes sont
inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les réactions produites
pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par

I'addition de réactifs.
- Réincuber la galerie 24 heures (x 2 heures) de plus sans rajouter les réactifs.
- Révéler les tests nécessitant I'addition de réactifs .

* Identification :Elle est réalisée a partir de la base de données a l'aide du Catalogue

Analytique :Rechercher le profil numérique dans la liste des profils.
3.4 Etude de la biodégradation de phénol par les cultures bactériennes pure

Dans la présente ¢tude, nous avons utilis€ nos souches bactériennes isolés a partir d’un sol
contaminé par les derivés pétrolicre, le cas d’une station de service comme nous avons utilisée
aussi 3 souches bactériennes isolé en 2019 a partir d’un sol contaminé par les hydrocarbures
(le cas d’un gisement pétrolier situé a la région de hassimessaoud). Ces derniers ont été

conservé a -20°C et elles sont subi une revivication sur milieu LB et un test de biodégradation
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avant leur utilisation dans I’etude de la cinétique de biodégradation de phénol. Les 3 souches

sont identifié par le sequencage de gene 16S et identifié comme la suite:

Tableau 03 : Caractéristique des souches bactériennes provenat d’un autre site contaminé:

La souche identification Aspect macroscopique Aspect microscopique
S12 Brevudimonasesp BeigesCirculaireBombée =2 B et
S18 Pseudomonassp BombéeOvaleConvexe Coccobacille G -
DO1 Bacillussp Ronde Bacille G +

Nous avons réalisé des cultures minérales pour chaque souche compétente bien purifié
(A,G,H,512,518,D01).

Pour la cinétique de dégradation de phenol par les cultures bactériennes uniques nous utilisons
une concentration de 44 mg/l de phénol dans un volume de 45 ml de milieu minérale déja
autoclavé, chaque bactéries est ensuite ajouté a partir d’une culture solide dans des conditions
d’aseptie stricte. Un flacon témoin est mis en culture dans les mémes conditions sans 1’ajout
de la bactérie. Tous les flacons ont été mis en incubation. A T, (au moment de la mise en
culture) on fait la mesure de la biomasse a 620 nm, et on mesure 1’absorbance de phénol apres
dosage colorimétrique. Le suivie de développement de la biomasse et la dégrdation de phénol

est fait par mesure de ces deux élements chaque 2 heures.
3.5 Etude de la biodégradation de phénol par les cultures bactériennes mixtes

Pour I’etude de la biodégradation de phénol par les cultures bactériennes mixtes, nous
avons utilisé plusieurs combinaisons bactériennes en fixant les méme conditions de culture

de I’etape précédente. nous avons sélectionnés trois cultures mixtes différentes :
Culture mixte N°1: S18 & H.
Culture mixte N°2: DO1 & G.

Culture mixte N°3: S12 & H & A.
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4. conservation des bactéries

Les souches isolées purifiées sont conservées dans des tubes a essai contenant de la gélose
nutritive LB inclinée. Sur la pente de la gélose, une colonie de chaque souche a été ensemencé
a I’aide d’une pipette pasteur par la méthode des stries puis incubées & 30C° pendant 24h. Les
tubes dans lesquels il y a eu une croissance seront bouchés et conservés a 4C° pour une durée

de 4 a 6 semaines. Afin de pouvoir toujours disposer de souches viables, la réactivation doit
de faire tous les mois (Marchal et Bourdon, 1982).

28A3RRARARAARA A
25 12 T e TR '.‘“.‘r

a A

Figure 15 : Conservation des souches dans des tubes inclinés.

(originale 2022 )
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Résultats et discussion

1.Test de biodégradation de phénol par les isolats bactériens:
Les résultats de la culture des bactéries isolées a partir du sol contaminé par les hydrocarbures
dans un milieu minéral additionné de phénol 44 mg/L comme seule source de carbone et
d’énergie, montrent que seulement six souches bactériennes sont capables de poussées dans ce
milieu. Le dosage colorimétrique du phénol par la méthode de FolinCiocalteu montre que les

bactéries transforment totalement le phénol qui se trouve dans le milieu minéral (Figure 16 ).

Le résultat de la métabolisation de phénol par ces isolats est révélé dans les tubes qui ont
donné une transparence (pas de formation de tungstene bleu). Alors que les tubes qui ont
montrés un virage de couleur bleu (présence de phénol) ont été considérés comme résultat

négatif ¢’est-a-dire pas de dégradation.

Figure 16 : Résultats du dosage colorimétrique de phénol des cultures unique apres incubation des
bactéries isolées a 37°C( originale.,2022)

1.1.Résultats de I’identification des bactéries capables de métaboliser le
phénol :

Parmi les 32 souches bactériennes isolés a partit des sols contaminés, seulement les six isolats
bactériennes et qui présentent un pouvoir de dégradation ont été identifié par leur aspect
macro et microscopique, et leurs caractéres biochimiques. Les isolats sélectionnés ont été
nomme comme la suite: S12 /S18/DO1/H/G/A.
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2. Etude morphologique :

2.1 Aspect macroscopique :

Apres ensemencement des bactéries purifiées sur milieu LB, on a observé une variabilité au

niveau de la couleur, de la forme et de surface.

Le tableau regroupe les résultats de I’examen macroscopique des différentes colonies isolées a

partir du sol contaminé par les dérivés du pétrole.

Tableau 04 : Aspect macroscopique des colonies isolées.

Critere Chromo | Forme | Elévation Contour Opacité Surface | consistanc
genése e
souche
Serratia(G) Beiges | Circulairel Bombée Régulier Opaque Lisse Crémeuse
Pseudomonas Vert Ovale Convexe Irrégulier Transluci | Brillante | Muqueuse
de
Bacillus Beige Ronde Convexe Irrégulier Opaque Lisse Crémeuse
Pantoesp(H) Beige ronde convexe réguliere translucid lisse crémeuse
e
Brevundimon Beigea | Ovale Convexe Irrégulier Transluci | Brillante | Muqueuse
as sp crevette de
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Figurel7 :Aspect macroscopique des isolats bactérienne sur le milieu LB ( originale.,2022).

Aspect microscopique:

Les résultats de la coloration du Gram sont consignés dans le tableau. Les bactérieslsolées
appartiennent aux groupes des bactéries a Gram (+) et a Gram (-) ayant des formes différentes
: bacille, coccobacille ou cocci (Figure 18). Elles sont assemblées en différents arrangements

soit en paire, en amas, en chainettes en grappe de raisin, ou méme isolées.

Tableau 3 : Aspects microscopiques des souches isolées

Isolat Gram Forme
Serratia(G) + Bacille
Pantoesp(H) + Coccobacille
(A) + Cocci
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Figure 18 : observation microscopiques microscopiques Coloration de Gram de quelques Souches
isolées capables a dégradé le phénol (grossissementx100) ( originale.,2022).

Les souches les plus fréqguemment décrites dans la biodégradation des hydrocarbures
appartiennent aux genres de Gram positif. D’autres souches Gram négatives ont la capacite de

dégradation des hydrocarbures assez large (Vandercasteele., 2005 ; Bouderhem., 2011).

3.Caractéristiques biochimiques des bacteries:

Les résultats des tests biochimiques effectués sur les isolats bactériens sont regroupés dans le
tableau suivant.
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Tableau 04 : Résultats des tests biochimiques des isolats bactériens

Les tests biochimiques Le résultat
Test La soucheH La soucheG

1 ARA +

2 ONPG -
3 ADH - T
4. LCD - +
5. oDC I +

6 CIT

7 H2S -
8 UREE N N
9.  TDA :
10. IND +

11. VP ¥
12. GEL +
13. GLU ¥ +
14. MAN + +
15. INO +
16. SOR h +
17. RHA ¥ +
18. SAC +
19. MEL ~ +
20. AMY Oxydase catalase + +
+ +

Figure 19 : Le pourcentage d’homologie des résultats des test biochimiques des souches G et H (base
de donné la galerie AP1 20biomerieux France)

-535773:
1. Serratia marcescens avec une probabilité de 100 % (excellente
identification)

-205773:
1. Pantoea spp 2 avec une probabilité de 62.6 % (tres bonne

identification)
62.6%

2. Pantoea spp 3 avec une probabilité de 23.2 % (mauvaise
identification)

3. Pantoea spp 4 avec une probabilité de 14.2 % (mauvaise

identification)
[ 142% |
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Selon le pourcentage d’homologie donné par la base de données du systéme API 20, le code
numérique: 205773 de I’isolat (H) est correspondant respectivement a Pantoea spp2 avec 62%
de confiance, & Pantoeaspp3 avec 23.2% de confiance, et & Pantoea spp4 avecld % de

confiance.

L'isolat (G) a été identifié comme Serratiamarcescens avec une excellente identification avec

un pourcentage de 100 % d’homologie (code 535773).

4.L’identification des isolats dégradants le phenol :

L’identification biochimique a pu étre réalisée a 1’échelle du genre et de la famille. En effet,
parmi les six microorganismes isolées, nous avons pu affilier les isolats selon
Bergey’sManual of DeterminativeBacteriology(Brenner et al, 2009; De Vos et al.,2009)

comme appartenant aux genres suivants:

Pantoeasp

La souche(H)estrattachée a 1’especePantoeasp une bactérie a Gram négatif . Elle se présente
sous forme de bacilles droits mesurant de 0,5 a 1,0um de large et de 1,0 & 3,0um de long. La
plupart des souches sont mobiles a flagelles peéritriches. La température optimale de
croissance est de 30°C. Les colonies sur milieu gélifié LB sont lisses, translucides, plus ou
moins convexes avec bord entier et peuvent étre pigmentées en jaune. Elles sont anaérobies
facultative, a oxydase négative et catalase positive. Le D-glucose et d'autres hydrates de
carbone sont catabolisés avec production d'acides, mais pas production de gaz. Les souches
des especes appartenant a Pantoeasp sont capable de toléré et éliminé le phénol que se
trouvent couramment dans les sols pollués ils ont impliquées dans la détoxification du phénol
; bien que dans une étude récente(Dastager et al.,2009)décris pour la premiére fois qu’une

souche de Pantoeasp a la capacité d’éliminé de fortes concentration de phénol.

Serratiamarscecens

D’aprés leur aspect microscopique et leurs caractéres biochimiques, la souche(G) est rattachée
au genre de Serratia.Sont des bacteries a gram négatif appartenant a la famille des
Enterobactériaceaecapable de dégrade le phénolCette souche est d’une forme un bacille a
Gram négatif, oxydase négative et catalase positive. Elle est positive pour la réaction de

ONPG (+) mais elle ne posséde pas I’arginine di hydrolase (ADH), la
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TryptophanDeaminase(TDA), et I'uréase. Elle ne peut pas produire le gaz d’hydrogéne sulfuré
(H2S). 11 s’agit donc d’une bactérie du genre Serratia(Washington, Winn et al., 2005).

D’aprés Zhang et al. (2010) les Enterobactériacaea notamment Enterobactersp. Et
Serratiaspisolées a partir du sol contaminé par les hydrocarbures peuvent dégradées les

hydrocarbures pétroliers.
Souche A

Est un isolat bactérien non identifié qui est caractérisé par des colonie beige lisse et brillante
avec un contureréguliéreet des formes cellulaires de type cocci a gram positive, catalase

positive et oxydase négative.

Caracteres des souches bactériennes identifié et utilisé dans cette étude

Brevundimonas sp

La souche S12 est identifié Brevundimonas sp. Selon Seger et al 1994, Le genre
Brevundimonas sont des bacille a gram négative appartient au famille de Caulobacteraceae,
classe d'Alphaprotéobactérie, phylum de Pseudomonadata. Alors,Ce sont des bacilles
aérobies gram négatifs avec des cellules apparaissant sous forme de batonnets minces droits
lors de la coloration de Gram. lls sont positifs a I'oxydase et donnent des résultats variables
pour lacatalase (genéralement positive). Les espéces de Brevundimonasspsont
omniprésentes dans I'environnement et certains clones ont été récupérés a partir de sols
contamines par des hydrocarbures. Le genre est connu pour la dégradation d'une variété de
contaminants phénoliques et certaines de ses especes peuvent utiliser le carburant diesel
comme seule source de carbone et d’énergie. Certaines especes ont été associées a une
augmentation du

potentiel et de l'activité de dégradation des hydrocarbures poly aromatiques (Alejandro
Farias,.2022)

Pseudomonas sp

La souche (S18) est le genre Pseudomonas sont des protéobactéries est classifiées sous la
classe de Gamma protéobactéries, la classe des Pseudomonadaceae (Bergey'smanual of
systématique), identifiés Pseudomonas sp sont des bactéries qui donnent des colonies
translucides lissent et brillantes et donnent une pigmentation verte sur milieu LB, avec une

forme coccobacilles (Figurel8), isolées ou en amas avec les caractéristiques suivantes : Gram
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négatif, oxydase positive et catalase positive (Madigan et Martinko.,2010 ; Singleton.,

1999).

Leurs bases physiologiques et génétiques reliées a la dégradation des phénols ont été decrites
par de nombreux chercheurs (Chandana et Sridevi.,2009).

Bacillus sp

La souche (DO1) Cette Genre des bactéries faire partie de I'embranchement des Firmicutes,
et la famille de Bacillaceae(Ehrenberg,1835), Il est affiliée au genre Bacillusspen raison de
leur morphologie de forme de bacille, Gram positif, et leur séquence de gene 16S. Ce sont des
bactéries sporulé, catalase positive, oxydase négative, elle oxyde le glucose, citrate perméase
positive, ONPG négative, mobile, aérobie strict, la souche a été affiliée au genre Bacillus,
espece non identifié (Lotfabad et al., 2009).

Les Cinétiques de la dégradation de phénol par les cultures bactériennes unique

5.La Cinétique de biodégradation

5.1.Les Cinétiques de la dégradation de phénol par les cultures bactériennes
uniques

0.6 Brevudimonas sp

1.0 1

Brevundim  onassp

" gQ 3 NP3 3
“» Do av »> 5 3

0.0 T T T 1 0.0 T T T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200

temps(H) temps(H)

Figure 20:La Cinétique de biodégradation du phénol par la souche Brevudimonasspet la production de

la biomasse au cours de temp (h).
L'évaluation de potentielle de la biodégradation de phénol par les isolats du microbiote des
sols polluées par les huiles pétroliéres, mise en culturediscontinue (batch) dans un milieu

minérale avec une concentration initiale de 44mg/L de phénol.
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La figurepréesentes la cinétique de dégradation de phénol par Brevudimonassp qui métabolise
le phénol parfaitement au cours du temps et cette métabolisation est liée avec un
développement important d’une biomasse microbienne de cette derniére. La diminution de la
concentration de phénol est corrélée negativement avec l'augmentation de la
biomasse(coefficient de corrélation =0,005). Cette bactérie dégrade 50% de phénol en 50 h
et a 90 % de concentration initiale de phénol en presque 160 h. nous n’avons pas marqué une

dégradation complete de phénol il y-avait un arrét de croissance au bout de 170h.

m m
n n
5 n
6 2
7 6 0.159
n 1.07 n Bacillus sp
e
° o
P os Bacillus sp E
a i
' 0.104
0.6
0.4
0.051
0.21 S
0.0 T T T 1 0.00 T T T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
temps (H) temps(H)

Figure 21 : La Cinétique de biodégradation du phénol par la souche Bacillus spet la production de la

biomasse au cours de temp (h).
les graphes montrent que cette bactérie utilise le phénol comme source de carbonne et
d'énergie pour leur croissance, ou on observe qu’il existe une biodégradation liée fortement a
I'accroissement progressive dela biomasse. Cette bactérie dégrade 50% de phénol en 80 h

(coefficient de corrélation =0,0047).
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Figure 22 :La Cinétique de biodégradation du phénol par la souche Pseudomonas spet la production

de la biomasse au cours de temp (h).

La souche Pseudomonas sp est capable de dégradée le phénol comme il est signalée dans la
figure 23 et de produire une biomasse bactérienne importante. Cette bactérie dégrade 50 % de
la concentration initiale de phénol dans un temps marqué 100 h. la concentration initiale de

phénol est presque épuisée au bout de 160 h.

" DO ®3 ~Now S 3

1.01 0.15 A Serratia marcesencs
Serratia marcesencs

"» gQP3 »VD S 3

0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
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Figure 23: La Cinétique de biodégradation du phénol par la souche Serratiamarcsesens et la

production de la biomasse au cours de temp (h).
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La figure présente une baisse de densité optique qui correspond aux concentrations de

phénol, rapporte a une croissance bactérienne plus au moins rapide.cette bactérie dégrade
50% de phenol en 60 h.

T OO ®5 Nowuo S 3
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SAcocci agram - (non identifié)
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Figure 24: La Cinétique de biodégradation du phénol par la souche A Cocci a gram - et la production

de la biomasse au cours de temp (h).

les graphes désigne l'aptitude de biodégradation de phénol par la souche A, ou on remarque

qu'il y a une augmentation cellulaire au cours de temps (H) et une dégradation de phénol en

paralléle, cette bactérie dégrade 50 % de phénol en 70 h.
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Figure 25: de biodégradation du phénol par la souche Pantoeaspla production de la biomasse au cours
de temp (h).

pantoea spp2appartient a lI'ordre des Enterobacteriales, sous le famille des Erwiniaceae
(Gavini et al.,1989) la figure établir la corrélation existe entre L'évaluation de la DO de

phénol et I'augmentation de la biomasse. Cette bactérie dégrade 50 % de phénol en 60 h.

5.2Etude de la dégradation de phénol par des cultures bactériennes mixtes :

Les cultures mixte sont des combinaisons bactériennes mise en culture dans un milieu
minérale in batch, incubées avec les mémes conditions avec les cultures unique, et toujours

avec une concentration initiale de 44 mg /L de phénol.
Chaque culture présent un ensemble des bactéries qui ont été choisi aléatoirement pour

Evaluer leur pouvoir de dégradation de phénol et déterminer la meilleure combinaison

bactérienne de dégrader ce dernier.
La culture N°1 est composé de Pseudomonas sp et Pantoeasp 2. La
culture N°2 comporte de Brevundimonas sp, Serratiamarscecens.

culture N°3 inclue les souches Bacillus sp,Pantoeasp, A etla souche a Cocci gram négative

non identifiée.

Les resultats obtenus sont affichée dans les graphes suivants

0.8 9
=@ Ja culture mixte N® 1

== |2 culture mixte N® 2
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Figure 26: La Cinétique de biodégradation du phénol par les cultures mixtes etla production de la

biomasse au cours de temp (h).

Toutes les cultures mixtes présentent des résultats similaires, il existe une forte assimilation

de phénol et une production considérable de biomasse.

Nous observons que les cultures mixtes prend la mi-temps de dégradation de phénol par
rapport aux cultures uniques un taux moindre de dégradation que les bactéries en culture
unique. La culture n°1 dégrade 50 % de phénol en 70 h, la deuxieme dégrade 50% de phénol
en 50h, puis la troisieme culture capable a absorber le 50/de phénol en 45 h, et la degradation

presque compléte dans une courte période (tableau 05 ).

Discussion
I’objectif principal de cette étude était d’évaluer le potentiel des cultures mixtes par rapport
aux cultures uniques dans la dégradation de phénol

Le genre Brevundimonas, sont omniprésentes dans l'environnement, et certains clones ont été

récupérés a partir de sols contaminés par des hydrocarbures (Macaulay, et Rees., 2014).

Nos résultats sont en accorde avec plusieurs auteurs, qui ont aussi utilisée des souches du

méme genre

Certaines espéces ont été associées a une augmentation du potentiel et de l'activité de

dégradation des hydrocarbures polyaromatiques(Vifias., etal2005 ),
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Pseudomonas spont un potentiel de dégradation tres élevée, il sont considérer par cette aspect
comme les espéces bactériennes les plus efficace de la bioremédiationdes phénol, elle sont
capable d'assimiler jusqu'au 85 % de 2600mg/I de phénol en 150 h (Afzal et al., 2007)

Le espéces de Brevundimonas, connu pour la dégradation d'une variété de contaminants
phénoliques (Wang, et al., 2014).

Une étude montre qu’une souche bactérienne nommé Serratiamarscecens est capable
d'utiliser le phénol comme seule source de carbone et qui a été isolée des échantillons de sol,
collectés a proximité d'une usine de traitement des eaux usées industrielles d'une unité de
fabrication de phénol. Cette bactérie est capable de dégrader le composé phénolique
hautement toxique a une concentration optimale de 2500 mgL-1 en 120 h & environ un pH
neutre de 8 (Atun Roychoudhury.,2018)

Khan et al,.20160nt identifié des souches de Brevundimonas diminutacapables de dégrader
significativement les hydrocarbures aliphatiques, aromatiques et polycycliques a chaines
courtes et longues.

Aussi, Felshia et al. 2017, ont identifié des souches de Bacillus licheniformisqui démontrent
une dégradation du phénol jusqu'a 2000 mg L-1

Serratiamarscecensest capable de dégrader le composée phénolique hautement toxique a une
concentration optimale de 2500mg L-1a 120 h, un ph neutre de 8.

Il n’a été documenté que les souches de Pantoeasp présente une activité de biodégradation sur
divers polluants chimiques du sol et de 1’eau, y compris les polluantstoxiques.

Pseudomonas agglomerans empéche la pénétration de contaminants industriels nocifs dans les
parties plus profondes du sol par la formation de biofilm. Ainsi, cette bactérie apparait comme
un bioremédiateur précieux qui, dans certains cas, peut étre acquis comme une forme
d'énergie bon marché.(Dutkiewicz, J. et al 2016).

Aussi, différentes études ont démontreé la capacité de certaines especes de Bacillus spa former
des consortiums bactériens capables de dégrader I'huile (Reyes et al., 2018). les résidus
d'huiles lubrifiantes et les hydrocarbures pétroliers dans les sols contaminés par le pétrole brut
(Chirre et al.,2019).

Les auteurs ont conclu que le phénol et le crésol sont métabolisés par le méme mécanisme
meta. Les deux catégories de catéchol dioxygénase impliquées dans labiodégradation de
divers composées phénoliques ont également été trouvées chez des souches dePseudomonas

et d’autres espéces étroitement apparentées (Lillis et al., 2010).
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Divers travaux et études ont montré une haute performance de dégradation des polluants par
les cultures mixtes par rapport auxcultures uniques (Pradhan et al., 2012 ; Barman et al.,
2017).

Selon Farias et al., 2022 ; un consortium de Bacillus sp et Breuvidomonassp isolés a partir des
effluents d’une industrie de tannin ont montré une grande capacité de dégrader le furfural
jusqu’a 4516 mg/L (Alejandro Fariasetal .,2022)

Une autre culture mixte composée de Bacillussp. SB4, Pseudomonassp. SC8, Serratiasp.
SC11 et Acinetobactersp. SC12 a été soumis pour la dégradation des huiles.Les résultats ont
révélé gue ces quatre souches bactériennes étaient capablesutiliser le pétrole comme source

d'énergie (Yemisi Dorcas Obafemi et al.,2018) .

Tableau 05 : Comparaisondes temps de dégradation entre les cultures unigues et mixtes.

La culture Le temps de dégradation de Le temps de
50/ de phénol dégradation compléte
Brevundimonas spseule 50 h 160 h
Pseudomonas spseule 80h 170 h
Bacillus spseule h100 160 h
Serratiamarscecensseule 60h 170 h

(dégradationcompléte)

Pantoeaspseule 70 h 170 h
Souche A seule 60 h 170 h
La culture mixte N°1 70 h 90 h

(dégradationcompléte)

La culture mixte N°2 50 h 90 h
(dégradationcompléte)

La culture mixte N°3 45 h 90h
(dégradationcomplete)
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Conclusion et perspective

La station de service des carburants constitue un milieu naturel pour 1’isolement des

Bactéries capables de dégrader les polluants organiques tels que les hydrocarbures
Aromatiques, les phenols, etc.

Cette étude a montrerl’existence d’une micro flore bactérienne au niveau du sol contaminé par
les dérivés pétroliers. Cette flore était repartic de maniére hétérogéne d’un échantillon a un
autre. Les analyses microbiologiques indiquent la présence de bactéries de différentes formes
avec présence des bacilles, des coccobacilles et des cocci. Des genres bactériens trouvés sont
Serratiamarscecens. Et Pantoeasp. Le genre Pseudomonas spet Brevudimonasspet Bacillus

sp, des espéces omniprésente dans le sol.

Les espéces isolées sont capables d’assimiler le phénol comme seule source de carbone,

Et d’énergie et pour la croissance. Les cultures mixtes présent une forte activité de
biodégradation de phénol par apport les cultures unique, aussi que la culture mixte trois, qui
comporte les  bactéries : Serratiamarscecens, Pantoeasp et la souche Adégrade
significativement le phénol afficher la meilleure pouvoir de biodégradation de phénol, car elle
dégrade 50% de concentration initiale de phénol en 45 h,peut étre utilisée dans la bio
dépollution des sols polluées par les dérivées pétrolicres, etpour 1’élimination des déchets
organiques présents dans les eaux usées provenant des activités industrielles et
pharmaceutique.Afin de compléter cette étude, il serait envisageable d’identifier les bactéries
a 1’échelle moléculaire par la méthode de PCR et de déterminer les conditions optimales de
dégradation du phénol par les bactéries les plus actives sur ce dernier, et Dans une optique de
bio remédiation, 1’originalit¢ de notre approche consiste donc a utiliser le potentiel
biotechnologique des consortium bactérienne, méme des champignons et de levure et aussi
les archeae technologies prometteuses pour le traitement et la récupération des ressources
précieuses. cependant I’inhibition du processus complexes dans le sol c’est un défi majeur par
techniques durables pour le traitement, et dans le but de I’évaluation le pouvoir de
biodégradation vis-a-vis d’autre polluants organiques, et la production de bio surfactants

d’origine bactérienne pour le remédiation des milieux naturels.
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ANNEXE 1 Composition des milieux de cultures

Composition de Milieu LB (Luria Bertani) : (en raison de g/L d’cau distillée)

PoPtONC. ..o e 10
EXIrait e LEVUIE. .ttt e e e e e 5,0
N AL L 10
N2 ) 15

N Gl et 1,0
MO S04 e 0,2
KH2POA. . .o e 1,7
N HACL . 0,1
HEK 2P . e 4,35
G Ol 0, 03
PH=74

PhenOl. ... e 2.0g
Violet de Gentiane. ........o.ovuiiniii it 1.0g
Ethanol & 900, ... ouu e 10g
Eau distillé. ... 100ml
Lugol

Jodure de PotasSIUM. ....o.uuiitt ittt e e aaen 2.0g
Tode mEtalloide. ........oovnnii e 1.0g
Eau distillé. ... 300ml

Fuschine de ziehl

Fuschine de ziehl.......... ..o 1.0g
Phenol. ... 5.0g

Ethanol @ 000, ... .. 10ml
Eau distillé stérile........ ..o 100ml

Alcool (éthanol) 90°



» Solution de phénol :

La solution de phénol utilisé dans 1’étude de biodégradation est en raison de 0,1% en mettant

0,1g du phénol dans 10ml d’eau distill¢ stérile.

e Solution de carbonate de sodium Naco3 :

20g de carbonate de sodium Naco3 est ajoutés dans100ml d’eau physiologique stérile

e Réactif de folinciocalteu :
Ce réactif est décrit comme étant tungstate de sodium, du molybdate de sodium, de sulfat de lithium,

du brome, de I’acide chlorhydrique concentrée et de I’acide phosphorique.

ANN EXE 3 résultats

Résultat de la galerie API 20 E de la souche G et H



Résultats du dosage colorimétrique de phénol des cultures mixtes.



Resumé :
La pollution par les dérivéspétroliersprésenteun obstacle environnemental et effetnéfastesur la santé publique en premier
lieu. Notre approche a étéprincipalementfondéesurl’isolement des bactéries qui possedentuneactivité de biodégradation
de phénol, et d’optimisercettedégradationparl’utilisation des cultures bactériennesmixtes. Le support utilisé pour
I’isolement de cesbactériesest un sol contaminé par les dérivéspétroliersprélevéd’une station de service d’Aiwaz,
situédans la wilaya de Laghouat. Les isolatsontétéidentifiés par rapport a leur  aspect
microscopiqueetleurscaractéresbiochimiques.
Serratiamarscecens, Pantoeaspetunesouche a cocci non identifiée, ontététrouvésdans le sol et présentés un
pouvoirsignificatif de dégradation de phénolcommeseule source de carbone et d’énergiedansune culture minérale.
La culture mixtecomposé de Bacillus spPantoeasp, etla souche a cocci gram négative a montréune performance
considérable a métaboliser le phénol et un temps de dégradationréduit par rapport aux cultures uniquesmarqué 50% de
44 mg/l dans 45h.
Mots clé :Bactéries, phénol, biodégradation, culture mixtes.
Abstract:
Pollution by petroleum derivatives presents an environmental obstacle and adverse effect on public health in the first
place. Our approach was mainly based on the isolation of bacteria that possess phenol biodegradation activity, and to
optimize this degradation by the use of mixed bacterial cultures. The support used for the isolation of these bacteria is
soil contaminated with petroleum derivatives taken from a service station in Aiwaz, located in the wilaya of Laghouat.
The isolates were identified with respect to their microscopic appearance and their biochemical characters.
Serratiamarscecens, Pantoeasp and an unidentified cocci strain were found in soil and showed significant phenol
degradation as the sole source of carbon and energy in mineral culture.The mixed culture composed of Bacillus
spPantoeasp, and the gram negative cocci strain showed a considerable performance in metabolizing phenol and a
reduced degradation time compared to single cultures marked 50% of 44 mg/I in 45h.

Key words: Bacteria, phenol, biodegradation, mixed culture.
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