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Introduction générale

Introduction générale
L’eau recouvre 72 % de la surface du globe. C’est ainsi qu’on surnomme la terre la planéete
bleue, environ 1% de I’eau de la planéte est disponible pour I’homme. Elle est la composante

essentielle de tous les étres vivants.

La moitié¢ des réserves d’eau douce du monde sont polluées mais cette pollution concerne

indifféremment les pays développés et les pays en voies de développement.

Un milieu aquatique est dit pollué lorsque son équilibre a été modifié de fagon durable par
I’apport en quantités trop importantes soit de substances plus ou moins toxiques, d’origine

naturelle ou issues d’activités humaines, soit encore d’eaux trop chaudes.

Les principaux polluants présents dans les eaux usees sont les agents contaminant tels que
les engrais, les produits chimiques organiques, le pétrole, et les divers déchets industriels. 1ls
proviennent essentiellement des activités humaines (rejets industriel, agricole ou domestique).
L’atmosphére contient aussi des polluants contaminants les eaux et le sol. La pollution de I’eau a
des répercussions sur I’environnement mais aussi sur la santé des étres vivants. Certains de ces
polluants sont trés stables et par conséquent difficiles a se dégrader. D autres parviennent a se
dégrader partiellement mais en produisant des composés intermédiaires tres stables pouvant avoir

un effet plus toxique que le polluant de départ.

L’effet de ces polluants sur la santé et de leurs risques écologiques nécessitent le
développement de procédés efficaces capables de les dégrader. De ce fait, il est indispensable de
mettre en place toutes les mesures nécessaires permettant de réduire ces transferts dans
I’environnement en instaurant les bonnes pratiques agricoles et en développant des techniques de

traitement adaptées pour éliminer les résidus phytosanitaires dans des conditions contrélées.

Les procédes biologiques font partie de ces méthodes de traitements. Qui sont souvent
utilisés pour remédier a ce genre de problemes se basent sur des organismes vivants pour dégrader
un polluant donné. Toutefois, 1’efficacité des technologies connues pour ces traitements n’est pas
satisfaisante pour tout type de pollution. Sur la base de cette technique, nous avons étudié la
biodégradation d'un des polluants organiques, en particulier le 2-mercapetobenzothiazole 2-MBT,

par certains micro-organismes dans un milieu aquatique.

L’objectif principal dans le cadre de ce travail de recherche était de découvrir des approches
tant conceptuelles que techniques qui permettent de dépolluer une eau contaminée par ces

polluants organiques.




Introduction générale

¢ Nos objectifs spécifiques sont de:
-Déterminer le taux de la biodégradation pour Le MBT.
-ldentifier les micro-organismes impliqués dans le processus de biodégradation.

- Comprendre le mécanisme de la biodégradation, afin d'évaluer I'efficacité de la biodégradation

pour réduire la pollution dans les milieux aquatiques.
Ce mémoire compte en plus d’une introduction deux grandes parties :

La premiére partie est une synthese bibliographique divisée en deux chapitres, le premier est
consacreé a la présentation des différents types de polluants organiques , des méthodes de traitement
pour les réduire et une explication détaillée de l'utilisation de la méthode de biodégradation ;
ensuite, le deuxiéme porte le matériel utilisé dans laboratoire et leurs caractéristiques. Le troisieme
chapitre rassemble les résultats de 1’étude de la biodégradation d’un polluant organique (MBT) en

milieu aquatique.

Une conclusion générale termine ce manuscrit et propose des perspectives.




CHAPITRE I:
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bibliographique



Chapitre | : Synthése bibliographique

1.1. Pollution

La pollution est par définition une modification défavorable du milieu naturel qui
apparait en totalité ou en partie comme un sous-produit de I’action humaine. Cette pollution
s’opere suite a une modification des flux d’énergie, des niveaux de radiation, de la constitution
physico-chimique du milieu naturel et de I’abondance des espéces vivantes. La pollution modifie
directement ou indirectement, a court ou long terme, 1’utilisation qu’on peut faire d’une ressource

(agricole, en eau, en produits biologiques ou encore au niveau de ses fonctions récréatives).
Globalement, trois principales causes de pollution peuvent étre définies :

e Laproduction d’énergie est la source de pollution qui va de pair avec la civilisation industrielle
moderne. En effet, que ce soit I’'usage des combustibles fossiles, ou 1’exploitation de 1’énergie
nucléaire, 1’activité de production d’énergie est fatalement liée a la production d’agents
polluants : de I’extraction de la ressource (pétroliere ou nucléaire) a la consommation, ou

encore a 1’élimination des déchets secondaires.

e Les activités industrielles, en particulier métallurgiques et chimiques sont la deuxiéme cause
de pollution de I’eau et une fois encore tant au niveau de la production que de la
consommation. De nos jours, 120000 espéces chimiques différentes sont commercialisées, et
ce chiffre s’accroit d’un millier par an. Toutes ces substances, d’une maniére ou d’une autre,
influent sur I’environnement et bien souvent il est difficile d’identifier leur mode d’action a

I’avance.

e [’agriculture moderne est devenue une cause essentielle de la pollution des eaux et des sols
(il est impératif de retenir que la pollution des sols entraine forcément la pollution des eaux
par des phénomeénes de ruissellement). En effet, ’usage d’engrais chimiques et de pesticides
a fortes doses peut étre clairement apparenté aux armes chimiques. Les pollutions agricoles
sont d’autant plus sournoises qu’elles sont diffuses dans les milieux et sont souvent répandues

sur de vastes surfaces .

Dans I’environnement, tous les compartiments se lient. La figure (I-1) présente I’émission et
le cycle biogéochimique des polluants dans I’environnement. L’air, les cours d’eau, les rivicres, et
les fleuves sont les vecteurs de transport efficaces et les mers et les océans sont les réceptacles
ultimes des rejets. Ainsi les polluants organiques peuvent étre dispersés partout dans
I’environnement et ils peuvent menacer a la fois les ressources en eau potable, perturber le
fonctionnement des écosystemes aquatiques et la santé humaine via une exposition directe ou via

la ressource en eau ou encore via la chaine alimentaire. Il a par ailleurs été démontré que les eaux

—
I
| —



Chapitre | : Synthése bibliographique

continentales, eaux marines, eaux souterraines et les eaux de boisson contiennent une multitude
de contaminants organiques parmi lesquels on trouve des HAP, des phtalates, des bisphénols, des
pesticides, des hormones issues des traitements contraceptifs, des anticancéreux, des opioides, des

anti-inflammatoires, et des antibiotiques [1].

A Sources| # Transport / Transformation

Figure I-1 : Emission et cycle biogéochimique des polluants : dans I’eau, le sol, et I’atmosphére.

1.2. Pollution aquatique

C’est ’introduction dans le milieu aquatique de toute substance susceptible de modifier les
caractéristiques physiques, chimiques et/ou biologiques de 1’eau et de créer des risques pour la
sant¢ de I’homme, de nuire a la faune et a la flore terrestre et aquatique, de porter atteinte a

I’agrément des sites ou de géner toute autre utilisation normale des eaux [2].

La pollution des eaux est provoquée par le rejet d’eau salie par nos activités domestiques
(lavages et nettoyages divers, évacuation de nos urines et féces, etc.) mais également par les
diverses activités industrielles et agricoles, nécessaires pour fournir les aliments et biens dont nous

avons besoin.

Une eau polluée est donc une eau qui a subi, du fait de 1’activité humaine, directement ou
indirectement ou sous ’action d’un effet biologique ou géologique, une modification de son état
ou de sa composition qui a pour conséquence de la rendre impropre a 1’utilisation a laquelle elle
est destinée. Compte tenu de la complexité liée a sa définition, la pollution de I’eau ne peut

provenir que de diverses [3].

—
v
| —



Chapitre | : Synthése bibliographique

1.3. Type des pollutions aquatique

On peut classifier la pollution aquatique comme suit :

1.3.1. Pollution chimique

Due a la présence de substances chimique dissoutes dans 1’eau. Cette pollution est due
essentiellement au déversement de polluants organiques et des sels de métaux lourd qui sont les

plus menacants rejetés souvent par les unités industrielles [4].

La pollution chimique (minérale) libére dans ces dernieres divers Composés tels que les
nitrates, les phosphates, des sels utilisés en agriculture ainsi que Divers résidus rejetés par la

métallurgie (Pb, Cd, Hg) et d’autres activités (hydrocarbures) [5].

1.3.2. Pollution thermique

Les eaux rejetées par les usines utilisant un circuit de refroidissement de certaines
installations (centrales thermiques, nucléaires, raffineries, aciéries..); ont une température de
l'ordre de (70 a 80°C.) Elle diminue jusqu’a (40 a 45°C) lorsqu’elle contacte les eaux des milieux
aquatiques entrainant un réchauffement de I'eau, qui influe sur la solubilité de I'oxygéne [3]. Par
exemple pour les eaux industrielles, le refroidissement de certaines technologies Augmente la

température a 3000C et plus [6] .

1.3.3. Pollution radioactif

C'est celle qui est occasionnée par une éventuelle radioactivité artificielle des rejets qui
trouvent leur source dans l'utilisation de I'énergie nucléaire sous toutes ces formes (installations et

centrales d'exploitation de mine d'uranium, traitement des déchets radioactifs).

Les éléments radioactifs s'incorporent dans les molécules des organismes vivants. Plus on
s'éleve dans la chaine alimentaire plus les organismes sont sensibles aux rayonnements [7].

Exemple : Plutonium .

1.3.4. Pollution hydrocarbure

La pollution par les hydrocarbures résulte de plusieurs activites liées a I'extraction du pétrole,
a son transport et en aval a l'utilisation de produits finis (carburants et lubrifiants), ainsi qu'aux
rejets effectués par les navires (marées noires).Les effets des hydrocarbures dans le milieu marin
sont considérables. lls dépendent largement de leur composition. En fait leurs activités peuvent

s'exercer selon plusieurs modalités tres différentes [8].
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1.3.5. Pollution microbienne

L'eau peut contenir des microorganismes pathogénes (virus, bactéries, parasites). Ils sont
dangereux pour la santé humaine, et limitent donc les usages que I’on peut faire de 1'eau (industrie,
utilisation domestique.....) [9]. Origine de cette forme de pollution : Les foyers domestiques, les

hopitaux, le lavage des déjections, les élevages, certaines industries agroalimentaires.

1.3.6. Pollution organique

La pollution organique constitue souvent la fraction la plus importante d’autant plus que

dans son acceptation la plus large .

La pollution organique soluble est généralement traitée par des procédés biologiques qui
permettent de 1’éliminer a moindre cotlit. Mais certains types d’effluents ne peuvent pas étre traités

biologiquement :

e Les effluents contenant des produits toxiques qui peuvent inhiber 1’action des

microorganismes .
e Les effluents contenant une forte concentration en sels .
e Les effluents colorés de 1’industrie textile [10].
D’apres Kerspen (1998) il en existe trois :

1.3.6.1. Les pollutions organiques facilement biodégradables

Il s’agit de matiéres organiques provenant d’activités biologiques : matiéres fécales et urines,
déchets de I’élevage et des industries agroalimentaires ; feuilles, plantes et animaux morts. La
nuisance qui en résulte est due aux germes pathogénes que peut contenir ces matiéres organiques
ou due a une forte concentration de ces déchets qui annihileront le phénomeéne d’auto épuration

naturelle. Cette pollution est souvent la plus grave, du moins la plus répandue.

1.3.6.2. Les pollutions organiques difficilement biodegradable

Elles proviennent d’activités comme la fabrication de pate a papier, de textiles, de cuir et
peau ; ce Sont aussi les détergents qui produisent des mousses diminuant la capacité d’oxygénation
du cours d’eau. La dégradation du milieu naturel par ce type de pollution est plus lente. Du fait de
la dégradation difficile de ce type de pollution. Leur nuisance résulte de leur accumulation dans le

milieu naturel.
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1.3.6.3. Les pollutions organiques toxiques

Elles proviennent des industries pétrochimiques et des raffineries qui rejettent dans leurs
effluents des quantités importantes de phénols et d'hydrocarbures. Certains pesticides utilisés en
agriculture sont d'origine organique et I'on sait que ce sont des produits toxiques particulierement
nuisant pour la faune aquatique ; ils peuvent atteindre I'nomme par accumulation dans la chaine

alimentaire[11].

I.4. Polluants organiques dans les milieux aquatiques
1.4.1. Définition :

Les polluants organiques sont les plus nombreux et les plus dangereux. Certaines de ces

substances sont méme cancérigénes ou mutagénes, d’ou I’importance de les éliminer.

Ils peuvent étre classés en phénols, hydrocarbures, colorants, détergents et pesticides,
Formant de loin, la premiére cause de pollution des ressources en eaux. Ces matiéres organiques
sont notamment issues des effluents domestiques (déjections animales et humaines, graisses, etc.)
mais également des rejets industriels. Elles provoquent I’appauvrissement en oxygene des milieux
aquatiques, avec des effets bien évidents sur la survie de la faune. Ce sont aussi tous les déchets
carbonés tels que la cellulose produite par les papeteries, le sucre ou le lactosérum des industries
agro-alimentaires. A I’inverse des matiéres en suspension (MES), elles constituent une nourriture
de choix pour les micro-organismes de I’eau et provoquent leur prolifération. Les matiéres
organiques se mettent alors a vider le milieu de son oxygéne, ce qui s’avere fatal pour la vie
aquatique et les micro-organismes vont le chercher dans les sulfates dissous (SO—24),qu’elles
réduisent en sulfure, qui se dégage sous forme de sulfure d’hydrogene, engendrant une odeur

d’ceufs pourris [12].

Le seuil de toxicité de polluants organiques est présenté sur le tableau ( 1-1) Suivant :
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Tableau I-1 : Seuil de toxicité de polluants organiques [12]

polluants Procédé aérobie Nitrification Procédé
anaérobie
(valeur limite en mg/l)

Hydrocarbures 50 50 50
Phénol 50(1000) ** 10 *)
Dinitrophénol 5 ™) 5
Pentachlorophénol 5 ) 5
Chloroforme 20 20 10
Chlorure de méthyléne 50 %) *)
Chlorure 15000 *) )
Nitrites 40 ) *)
Sulfites 20 (*) *)
Ammoniac 1600 (*) *)

(*) : Résultats insuffisants
(**) : Aprés acclimation des bactéries.

1.4.2. Type des polluants organiques dans les milieux aquatiques
1.4.2.1. Polychlorobiphényles

Les polychlorobiphényles ou les PCB sont considérés a ce jour comme des polluants
historiques car leurs utilisations actuelles, dans les anciens équipements, sont réduites. Ils sont des
dérivés chimiques chlorés, connus aussi sous le nom de pyralénes, synthétises et utilisés par les
industries en France entre 1930 et 1979. Les PCB regroupent 209 composeés de structures
chimiques proches qui se différencient par le nombre et la position d’atomes de chlore, appelés les
congénéres. En raison de leur grande stabilité physico-chimique et de leurs caractéristiques
électriques, les PCB ont été massivement utilisés comme isolants eélectriques dans les
transformateurs et les condensateurs, comme fluides caloporteurs, voire comme lubrifiants. Ils ont

été aussi utilisés dans les peintures, les encres et les mélanges de pesticides.

Ces diverses utilisations ont perduré jusqu’a ce que le danger, posé a la fois a
I'environnement et a la santé humaine par leur utilisation, est devenu évident dans les années 70s.
Pour faire face a ce probléeme, des 1979, les pouvoirs publics ont imposé des mesures progressives
visant a interdire la production et I’utilisation des PCB. .Les principales sources de contamination

sont désormais historiques.

Cependant, étant peu degradables, les PCB se sont accumulés dans 1’environnement et dans

Les chaines alimentaires [13] .
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Figure 1-3 : Cycle biogéochimique des HAP, polychlorobiphényles (PCB), pesticides et

polluants totaux.

1.4.2.2. Hydrocarbures aromatiques polycycliques

Les HAP sont tres étudiés, toxiques et sont les plus couramment détectés dans
I’environnement en particulier en milieu urbain. Ils proviennent essentiellement de sources

pétrolieres et pyrolytiques.

Les HAP pyrolytiques sont générés lors de la combustion incompléte de matiéres organiques
riches en carbone telles que les combustibles fossiles et le bois. Ces procédés comprennent
I’incinération des déchets agricoles, la combustion du bois, du charbon ou des ordures ménageres,

le fonctionnement des moteurs a essence ou diesel [14,15] .

10
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Les HAP sont générés en proportions importantes lors de la combustion et en particulier
celle de la biomasse. En plus des HAP, s’ajoutent leurs homologues méthyles (Me-HAP) dont les
sources sont similaires. Les HAP et Me-HAP peuvent provenir des mémes origines naturelles et
anthropiques, seules leurs proportions différent entre les différentes origines. Tandis que les HAP
pétrogeniques, sont des HAP préesents dans les combustibles fossiles, le charbon, ou issus de la
maturation des matieres organiques dans le sol qui sédimentent a pression élevée et a température
réduite (<200°C). D’origine naturelle, ils se caractérisent par une forte proportion de HAP alkyles

(Me-HAP) produits au cours d’une formation lente a basse température.

Les HAP pyrogéniques sont essentiellement li¢s a I’activité humaine et sont dominants dans
le milieu urbain. Les gaz d’échappement provenant des combustions incomplétes des carburants
et les déversements de produits dérivés des pétroles tels que les carburants, les huiles lubrifiantes

ou les débris pneumatiques constituent une des sources majeures d’émission [16]

lls peuvent également provenir de linfiltration du pétrole brut et du charbon ou des
déversements de pétrole. Le chauffage urbain et les activités industrielles représentent également

une des sources majeures d’émission de HAP en milieu urbain [17,18]

Les sources des HAP sont diverses et variées et les listes ci-dessous présentent quelques une

des principales sources des HAP anthropiques tableau ( 1-2).

Tableau I-2 :Sources anthropiques des HAP.

Sources industrielles Sources domestiques

Production d’aluminium Chauffage (gaz naturel, GPL, bois, charbon)
Fabrication de pneu Cuisson avec le bois et charbon
Créosotes et préservation du bois Tabagisme

Sidérurgie Ecobuage

Industrie du bitume et goudrons Cuisson des aliments (friture, barbecue)
Cimenteries Sources mobiles

Moteurs a combustion Transport routier (voiture, bus etc)
Industries pétrochimiques Avions

Chauffage et électricité Trains

Incinérateurs de déchets ménagers et Navires/bateaux

industriels

1.4.2.3. Phthalates

Les phtalates sont un groupe de produits chimiques dérivés (sels ou esters) de 1’acide
phtalique. lls sont donc composés d'un noyau benzénique et de deux groupements carboxylates
placés en ortho et dont la taille de la chaine alkyle peut varier (figure 1-4). Les phtalates se
distinguent entre les groupes Ret R2.
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Figure 1-4 : Structure chimique générale de phtalate.

Les phtalates ou des esters des acides phtaliques sont fabriqués industriellement et utilisés
comme plastifiants dans la fabrication et la transformation des produits en plastique. Leur
production a commencé dans les années 1920s et s’est intensifiée depuis 1950, depuis que ces
composes ont eté utilisés pour rendre flexible le polychlorure de vinyle (PVC). A ce jour, les
phtalates sont utilisés dans une tres large gamme d'applications industrielles a 1’échelle mondiale.
La production mondiale de matiéres plastiques a atteint 150 millions de tonnes par an, et 6-8
millions de tonnes de phtalates sont consommées chaque année. La consommation européenne de
phtalates représente environ 1 million de tonnes. Leur production est passee de 1,8 million de
tonnes en 1975 a plus de 8 millions de tonnes en 2011. Les phtalates sont utilisés dans une trés
large gamme d'applications et leur contenu peut représenter de 10 a 60% en poids de produits

finaux.

Actuellement, les phtalates sont présents dans de nombreux matériaux ou produits, y compris
les produits en PVC, les matériaux de construction (peinture, colle, revétement mural), les produits
de soins personnels (parfums, hydratants, vernis a ongles, désodorisants, savons liquides, et laques
pour les cheveux), les dispositifs médicaux, les détergents et les tensioactifs, les emballages, les
jouets d’enfants, les encres d'imprimerie, les revétements, les produits pharmaceutiques, les
produits alimentaires, les textiles, les applications domestiques telles que les rideaux de douche,
les carreaux de sol, les récipients et les emballages alimentaires, les produits de nettoyage, etc.
[19].

Leur utilisation dépend de leurs masses moléculaires. Les phtalates de faibles poids
moléculaires tels que le diméthyle phtalate (DMP), le diéthyle phtalate (DEP), et DnBP sont des
composants des solvants industriels, des parfums, des adhésifs, des cires, des encres, des produits
pharmaceutiques, des insecticides et des produits cosmeétiques. En effet, les DMP et DEP
permettent de ralentir 1’évaporation des fragrances de parfum, d'allonger la durée de I'arome, et
une petite quantité de DnBP donne au vernis a ongles une propriété plus résistante a bas prix. Alors
que les phtalates de plus hauts poids moléculaires, possédant de longues chaines alkyles, sont
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utilisés comme plastifiants dans I'industrie des polymeres pour améliorer la flexibilité, la

maniabilité et la manipulation en général ; 80% des phtalates sont utilisés a cet effet [19].

La contamination de 1’environnement par les phtalates peut se produire a tous les stades de
leur synthése a leur transformation, aussi bien lors de dégradation de matiere plastique en cours
qu’apres leur utilisation. En effet, les phtalates ne sont pas liés chimiquement mais physiquement
a la matrice polymere. lls peuvent alors étre libérés facilement dans I'environnement, directement
et/ou indirectement, pendant la fabrication, l'utilisation et I'élimination. Les phtalates sont
maintenant omniprésents dans I’environnement. On les trouve dans l'atmosphére en phase liquide,
gazeuse, dans les aérosols, dans les eaux usées, les boues des stations d’épuration, dans les eaux
fluviales, les eaux et sédiments de riviére, les lacs et cours d’eau, dans les eaux et sédiment marins,
et méme dans les biotes. L'air intérieur ou les gens passent 65-90% de leur temps est également
fortement contaminé par divers phtalates libérés par les plastiques et les produits de
consommation. La consommation des matieres plastiques durant ces derniéres décennies est
tellement importante qu’un tas de déchets accumulés au large de 1’Océan Pacifique Nord-est, est

aussi grand qu’un continent [20].

1.4.2.4. Produits pharmaceutiques

Les produits pharmaceutiques a usage humain et vétérinaire et les produits de soins
corporels, constituent une source de préoccupation environnementale majeure. Environ 3000
molécules actives sont commercialisées dans I’Union Européenne et la France fait partie des plus
gros consommateurs de médicaments. Les résidus des produits pharmaceutiques et cosmétiques
se retrouvent aujourd’hui de maniere omniprésente dans les effluents hospitaliers, urbains et

industriels, ainsi que dans les effluents d’élevage et des stations d’épuration[21.22].

L’introduction des résidus de médicaments dans 1’environnement est présentée dans la

figure( I 5).

Les résidus médicamenteux peuvent affecter a la fois le fonctionnement des écosystémes et
la santé humaine. En effet, bien que les effets des produits pharmaceutiques soient étudiés par le
biais d’études de sécurité et de toxicologie, leurs effets potentiels sur I’environnement restent

encore méconnus, et sont donc devenus des sujets d’intérét pour la communauté scientifique [23].

Une étude récente a montré que les résidus médicamenteux pouvaient entrainer des
perturbations endocriniennes, des modifications de comportement et des réponses génétiques [24]

l'a par ailleurs été montré que les eaux de surface, souterraines et les eaux de boisson contiennent
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des hormones issues des traitements contraceptifs, des anticancéreux, des opioides, des anti-

inflammatoires et des antibiotiques [25].

Industries, Médicaments Médicaments
hopitaux humains, hormones vétérinaires
[ I
Excrétion ‘ Excrétion
Eaux usées Décharges
Boues SOL

STEP > d'épandage

Ruissellement

' N V

/" Eauwx L./ [Fauxde
Wﬁ' surface.[doucesé

Risques
Usine d'eau potable| environnementaux
RIS.(|U.CS L daan)
sanitaires boisson

Figure 1-5 : Introduction des résidus de médicaments dans les eaux.

Le probléme des résidus médicamenteux et des cosmétiques dans I’eau est devenu une
préoccupation croissante partout dans le monde. Ces molécules font 1’objet de plusieurs
programmes de recherche nationaux (Seine-Aval, ENIMED, AMPERES...) et internationaux
(Rempharmawater POSEIDON, ERApharm ou encore ERAVMIS). Ceci souligne le besoin urgent
d'améliorer les connaissances sur le comportement, le devenir et les impacts sanitaires des produits
pharmaceutiques. Compte tenu de leur omniprésence et du fait que ces produits sont congus pour
étre biologiquement actifs a de faibles concentrations, 1’exposition chronique des organismes

aquatiques et des hommes suscite par conséquent de nombreuses interrogations [26].

1.4.2.5. Bisphénols et nonylphénol

Les bisphénols sont une famille de composés organiques portant deux groupes phénoliques.

En général, ces derniers sont liés par un pont méthylé. Il y a environ une vingtaine de bisphénols.

Les bisphénols sont produits industriellement en grande quantité pour étre utilisés dans la
synthese de plastiques et de résines servant a la fabrication de nombreux produits de la vie

quotidienne. La famille des bisphénols comprend des dizaines de composés. Les plus fréquents
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sont le bisphénol A, AF, AP, B, BP, C,C Il, E, FL, G, M, P, PH, TMC, Z, PPPBP, S, BPS-MAE
et BPS-MPE.

Le plus utilisé et le plus connu est le bisphénol A (BPA). Les bisphénols sont utilisés
essentiellement comme monomeére pour la production de plastiques de type polycarbonate (~ 80%)

et les résines époxy (~ 18%) [27].

Ils sont également utilisés dans la mise en ceuvre des produits PVC, dans les papiers
thermiques, comme plastifiant, liant, ou durcisseur. Les bisphénols sont aussi les composants des
emballages alimentaires. 1ls sont présents dans les cannettes, les boites de conserves, les bouteilles,
les biberons, mais aussi les ciments dentaires, les lentilles, les cosmétiques, les appareils médicaux
et dans d’autres produits non alimentaires tels que les laques, les peintures, les retardateurs de
flammes, les composites, les encres d’imprimeries, les fluides hydrauliques, les papiers thermiques

[20].

Pendant la polymérisation non complete et/ou la dégradation de polymere, le PBA est libéré
des matériaux pour contaminer l'environnement. Beaucoup d’autres bisphénols constituent
¢galement un danger pour les humains et I’environnement. Le BPA est utilisé dans de diverses
applications, il entre méme dans la composition de cosmétiques, comme le rouge a lévres, le

maquillage pour le visage et les yeux et le vernis a ongles [28].

Similaire aux phtalates, les émissions de bisphénols dans 1’environnement peuvent se
produire a toutes les étapes. lls peuvent étre émis lors de la production, de I’utilisation des
bisphénols eux-mémes, lors d’utilisation des matériaux contenant des bisphénols et lors du
recyclage du papier thermique. L’usage de matériaux contenant du BPA par les particuliers

contribue également aux émissions de BPA dans 1’environnement.

Le BPA dans I’environnement provient exclusivement des activités humaines ; il n’y a pas
de sources naturelles de BPA. Ce dernier a été remplacé par d’autres bisphénols tels que les

bisphénols F, S, M, B etc. [20].

1.4.2.6. Pesticides ou produits phytosanitaires :

Les pesticides appelés aussi les produits phytosanitaires sont une des familles de polluants

organiques les plus connus et les plus emblématiques des recherche en milieu anthropise.

Le terme pesticide est dérivé du mot anglais Pest qui signifie nuisible et le mot latin cida qui
signifie tuer. Ils regroupent ’ensemble des fongicides, des herbicides, des insecticides, des
algicides, des anti-rongeurs et des acaricides. Plus de 1000 pesticides de diverses structures et

propriétés physico-chimiques, et ayant divers mode d’action sur les organismes nuisibles sont
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commercialisés. Ils sont identifiés comme polluants d’origine agricole en raison de la dominance
d’utilisation dans ce secteur, a environ 90%. A part les activités agricoles, les pesticides sont
utilisés aussi pour la démoustication, le traitement du bois et des sols, la désinfection des locaux,
I’entretien des espaces verts, des voiries. Ils sont aussi utilisé€s par les particuliers. Si les pesticides
sont apparus bénéfiques pour la protection des cultures et pour les entretiens divers, ils sont

souvent trés nocifs a la fois pour I’environnement, les animaux et pour la santé humaine.

Les pesticides utilisés dans 1’agriculture sont actuellement une des principales
préoccupations environnementales en raison de leur utilisation a trés grande échelle, de leurs fortes
toxicités, de leurs longues persistances dans I’environnement et de leurs capacités a se
bioaccumuler dans la chaine trophique. Une quantité trés importante de pesticides est

commercialisée chaque année dans le monde .

La contamination de 1’eau par les pesticides a lieu soit directement pendant 1’épandage, soit
indirectement via le dépbt atmosphérique et le lessivage des sols (Figure I-5 ). L’air, ’eau et le sol
de la région ou I’utilisation de pesticides est répandue, sont contaminés. En effet, pendant la
pulvérisation dans les champs, une partie des pesticides s’évapore dans 1’air et une partie se dépose
sur le sol. En fonction du mode d’action et des conditions climatiques, entre 25 et 75 % des

pesticides appliqueés seraient émis directement vers 1’atmosphere.

Dans D’air, les pesticides subissent les processus de I’atmosphére comme la photolyse, la
(photo)oxydation réduisant en partie les teneurs des molécules parents. La partie restante peut étre
transportée par le vent pour contaminer d’autres régions et/ou déposée ensuite a la surface de I’eau
ou du sol. Ils peuvent étre entrainés ensuite par le ruissellement vers les eaux de surface et/ou
infiltrés vers la nappe phréatique. On estime qu’environ 2,5 millions de tonnes de pesticides sont
répandues chaque année dans le monde. Le plus intéressant a noter est que lors de I’application,
seulement 0,3% des pesticides atteignent leurs cibles et 99,7% sont dispersés dans

I’environnement[29].
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MIECANISMES DE DIFFUSION DES PESTICIDES DANS L'AIR, L’EAU ET LES SOLS

Transport local
ou sur de grandes
distances

ATMOSPHERE| —8™™™

Précipitations
Dérive

APPLICATION
DE PESTICIDE

APPLICATION
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Ruissellement, 4 4 5 '“X

supérieur en zone urbaine

NAPPE D'EAL
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Figure 1-6: Mécanismes de diffusion des pesticides dans I’air, I’eau et les sols, selon le

Département Pyrénées Orientales.

1.5. Famille des benzothiazoles

La famille des benzothiazoles est vaste et ne comprend que peu de composés naturels. Par
contre, ils sont synthétisés a grande échelle au niveau industriel, pour des applications variees. lls
sont dans leur majorité des xénobiotiques hétérocycliques dont la structure chimique de base est
constituée de deux cycles : un cycle benzénique accolé a un cycle thiazole comme cela est

représenté sur la figure (1-7) [30.31].

N

R' S

Figure I-7: Structure de base des benzothiazoles.

On les distingue en fonction du substituant R’ sur le noyau aromatique et surtout en fonction

de la nature du groupement R en position 2 sur le cycle thiazole. Les benzothiazoles sont le plus
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souvent des composeés issus de synthese et ils sont utilisés dans de nombreux domaines du fait des
multiples propriétés que leur conférent les substituants R et R’. Les structures et ’utilisation d’un

certain nombre d’entre eux sont consignées dans la figure(l-8) suivant :

?Ha
N
o n
g C—N\
HO CH;
produit par d&:::ahanplgnms (MBTU)

i iazole (ABT)
RILUTEK® (Rhdne-Poulenc) Colorant
Médicament
(sclérose amyotrophique latérale) l

N
N\ A\
©i )—oH - 2 Mercaptobenzothiazole (MBT) )—sos
S Accélérateur de vulcanisation S
2-hydroxybenzothiazole (OBT) Benzothiazole-2-sulphonate (BTSO,)

Figure 1-8: Structure de quelques benzothiazoles.

Parmi les quelques benzothiazoles d’origine naturelle, nous retrouvons le BT et le MeBT
dans les feuilles de thé (Vitzthum et al., 1975) et le MBT dans la canneberge (Anjou et Von Sydow,
1967). Le BT est aussi un arébme que produisent les champignons Polyporusfrondosus et
Aspergillus clavatus (Seifert et King, 1982)[32] .

1.5.1. MBT

Le 2-mercaptobenzothiazole ou benzothiazoléthiol (MBT) est le composé le plus important
de la famille des benzothiazoles. MBT, comme la plupart des benzothiazoles, est un produit de
synthése utilisé dans des domaines trés variés de I'industrie mais certains benzothiazoles ont été
identifiés a I'état naturel notamment dans les airelles [33] (\Vaccinium macrocarpon) ou les feuilles
de thé noir [34].

La structure chimique de MBT est composée d’un groupe mercaptoexocyclique possédante

un atome d’hydrogene labile :
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Figure 1-9: structure chimique de MBT.

MBT existe sous forme de sels de sodium, de potassium, de zinc, ... et ses sels sont utilisés
comme pesticides ou fongicides ; MBT est utilisé principalement comme accélérateur de
vulcanisation dans I’industrie pneumatique . et aussi comme fongicide . MBT peut étre aussi utilisé
comme conservateur .ou comme agent anti-corrosion de métaux tels que le cuivre , le zinc ou de
I'argent. MBT présente ainsi une activité biocide sur les microorganismes du sol aux

concentrations trouvées dans la formulation normale des gommes ,et une activité antivirale .

Une importante quantité de MBT se retrouve dans les compartiments aquatiques au
cours de la fabrication des produits caoutchouteux et aussi par le biais des produits finis qui en
contiennent. En effet, MBT a été souvent identifié dans les eaux de rejet, dans les stations
d'épuration et dans les eaux de surface. Sa présence pose un probléme de santé publique dans la
mesure ou ce composé, au-dela d'une forte odeur désagréable, s'est avére allergene et toxique pour

les organismes aquatiques et trés faiblement biodégradable [30].

1.5.2. Présence dans ’environnement.

Nous possédons assez peu de données sur les quantités de benzothiazoles produits chaque
année qui peuvent se retrouver dans I’environnement (eaux de surface, eaux souterraines) ou
encore dans les stations d’épuration des villes. Quelques chiffres concernent les dérivés de
benzothiazoles utilisés dans la fabrication des gommes et particulierement des pneus (type MBT).
Ainsi dans les années 1980, la production totale de tels dérivés en Europe de 1’Ouest était estimée
a 38 000 tonnes [35]. En 1985, la production de MBT était de 25 000 tonnes aux Etats-Unis et
I’Agence de Protection de I’Environnement Américaine estimait que pres de 500 tonnes étaient

relarguées dans la nature .

L’origine des dérivés de benzothiazole retrouvés dans 1’environnement ou dans les stations
de traitement des eaux est variee. En dehors des usines de production, le lessivage de produits
manufacturés peut étre une source de contamination indirecte. Ainsi par exemple, des études ont

montré que le MBT n’est pas étroitement li¢ dans la matrice de caoutchouc et peut donc étre
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entrainé par lessivage. C’est ainsi que ce composé a été retrouvé dans du sérum humain ou des
préparations médicamenteuses, la fuite provenant dans ce cas du plastique des seringues ou des
bouchons. Le MBT peut étre également rélargie dans 1’environnement virales stocks de vieux
pneus et des voies a grande circulation. Apres 5 étapes de lessivage réalisées sur des pneus, il a été
montré que pres de 50 % de la quantité initiale de MBT est entrainée[36]. , une autre source non
négligeable provient des eaux usées domestiques, sans que I’on sache de quels types de produits

les benzothiazoles sont excrétés.

Peu d’études ont permis une évaluation quantitative des benzothiazoles dans les eaux, car
les techniques analytiques de dosage sont assez complexes. Seules les techniques récentes de LC-
MS mises au point par 1’équipe de Reemstma (2000) ont permis d’analyser les principaux dérivés
de benzothiazole dans des stations d’épuration, des eaux de surface, des eaux usées domestiques

et des eaux de lessivage de voies de circulations.

Plusieurs benzothiazoles ont été détectés dans les milieux aquatiques. A titre d’exemple le
benzothiazole (BT) qui est un produit de la photolyse directe de MBT en lumiére solaire a été

trouvé dans les eaux de rivicres, 1’eau potable, les eaux de surface et les eaux souterraines [37].

1.5.3. Toxicité du MBT

La plupart des composes de la famille des benzothiazoles, et notamment le MBT, présente
des propriétés nocives, voire méme toxiques. Ce composé présente ainsi une activité biocide sur
les microorganismes du sol aux concentrations trouvées dans la formulation normale des gommes
, Une activité antivirale ou encore des propriétés anti-Candida et antifongiques . Il y a aussi une
étude approfondie de I’impact des benzothiazoles, en particulier du MBT sur les bactéries. Ils ont
montré que le MBT était effectivement le plus toxique des composés étudiés bactériostatique
hydrophobe, le MBT semble pouvoir s’accumuler dans les membranes cellulaires et détériorer leur
intégrité, en particulier leur perméabilité. 11 semble que la fonction thiol soit responsable de la
toxicite de ce composé .

Pour I’homme, le MBT présente des effets allergénes qui rendent sa présence dans les gants
en caoutchouc responsable de dermatoses séveres. Le MBT est d’ailleurs répertorié en tant
qu’allergéne dermatologique. Sa DL50 chez le rat est évaluée a 3,8 mg kg-1. D'autres études ont
montré une activité cancérigéne et mutagene chez le rat et la souris. Une étude grandeur nature a
révélé que les travailleurs exposés au MBT avaient un risque augmenté de mort par cancer de la

vessie[31] .
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Une autre étude menée dans notre laboratoire en collaboration avec le Laboratoire de
Biologie des Protistes de 1’Universit¢ Blaise Pascal de Clermont-Ferrand a permis d’évalue
I’écotoxicité de certains benzothiazoles ainsi que celle de leur dérivé hydroxylé en 6 sur le cycle

benzénique en utilisant un micro-biotest,Microtox®[38] .

Tableau I-3 : Test Microtox pour différents benzothiazoles

Benzothiazoles CEsy (mg L)

Benzothiazole (BT) 0,36 £0,03
2-hydroxybenzothiazole (OBT) 1,801 + 0,005
2,6-dihydroxybenzothiazole(diOBT) 6,38 £ 0,47
2-mercaptobenzothiazole (MBT) 0,21 £0,02
2- mercapto-6-hydroxybenzothiazole (60OH-MBT) 1,32 +0,14
2-aminobenzothiazole (ABT) 6,353+0.72
2-amino-6-hydroxybenzothiazole (60OH-ABT) 16,01 + 1,45
Méthabenzthiazuron (MBTU) 22,66 £ 2,39
6-hydroxyméthabenzthiazuron (60OH-MBTU) 132,33+ 12,55
Acide 2-benzothiazolsulfonique (BTSO5) 294,87 + 58,26

1.6. Méthodes de traitement des polluants organiques

Le traitement du polluants organiques est une méthode connue depuis les premiers siécles,

et maintenant la désinfection continue de I'eau est devenue une chose courante [39].

Le traitement de polluants organiques nécessite souvent l'application simultanée ou
séquentielle de plusieurs technologies et procédés. Cela comprend a la fois la purification des eaux
usees et la purification de I'eau propre a la consommation humaine. Le procédé de traitement est

choisi en fonction du type et de la source de contamination souhaitée [40].
Les differentes méethodes disponibles aujourd'hui pour le traitement de I'eau sont :

1.6.1. Méthode physique

Les méthodes physiques de traitement des polluants organiques utilisent des forces naturelles
telles que la gravité, l'attraction électrique, les forces de VVan der Waals et des barrieres physiques
pour éliminer les matériaux. En général, les mécanismes de traitement physique n'entrainent pas
de modifications de la structure chimique de la substance cible. Dans certains cas, l'état

d'agrégation change, comme lors de I'évaporation, et le matériau disperse s'agrége souvent comme
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dans la filtration. Les processus physiques de traitement des polluants organiques comprennent la
sédimentation, la flottation, l'adsorption et I'utilisation de barriéres physiques telles que des lacs,
des filtres en profondeur et des membrane [41].

1.6.2. Méthode chimique

Les techniques d'oxydation chimique sont couramment utilisées lorsque les processus
biologiques sont inefficaces. Par conséquent, ils peuvent étre utilisés dans les étapes de
prétraitement des processus biologiques. L'oxydation chimique est largement utilisée pour traiter
les contaminants non biodégradables et/ou toxiques et les fortes concentrations d'eaux usées qui
ne peuvent étre traitées par d'autres procédés ou converties en produits biodégradables et/ou non
toxiques. En effet, cette technologie repose sur I'oxydation directe ou indirecte des polluants
organiques par des especes oxydantes fortes telles que O3, H202, O2 et OH°. Ces espéces
chimiques sont capables de dégrader des composés jusqu'au niveau de minéralisation. Par
conséquent, I'oxydation chimique s'est avérée étre une méthode efficace pour traiter les polluants
organiques. Diverses méthodes ont ensuite été utilisées pour traiter les polluants organiques tel

que 1’ozonation ,1’¢électro-fenton, les procédes plasma [42].

1.6.3. Méthode biologique

Les processus biologiques sont basés sur la biotransformation microbienne des
contaminants. Notez l'utilisation de bactéries , de champignons et de phytoremédiation . Bien que
ces techniques conviennent a de nombreux contaminants organiques, elles ne sont pas toujours
applicables aux effluents industriels en raison de la forte concentration de contaminants
organiques. contaminants, une toxicité entrainant la mort microbienne ou une trés faible
biodégradabilité. De plus, ces technologies produisent de grandes quantités de boues biologiques

qui sont recyclées .

Le résultat net est une diminution de la quantité de contaminants organiques et une

augmentation de la quantité de micro-organismes [42].

1.6.3.1. Les procédes biologiques anaérobies

La conversion anaérobie des matiéres solides organiques en sous-produits inoffensifs est tres

complexe et résulte de multiples réactions comme cela est indiqué sur le schéma ci-dessous,
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Figure 1-10: Mécanisme de la digestion anaérobie des boues.

1.6.3.2. Les procédés biologiques aérobies

Pour la dégradation aérobie de la matiére organique, deux processus consommateurs

d’oxygéne se développent parallelement. Ce sont:

- Oxydation de la matiére organique : Cette opération fournit 1’énergie aux microorganismes
(catabolisme), énergie nécessaire a la synthése cellulaire et a la multiplication des micro-
organismes (anabolisme), le processus d’oxydation aboutit a un accroissement de la masse

cellulaire totale.
Réaction de synthése de la biomasse:
Enzymes
Micro-org + O2+N+P —— cellules nouvelles+CO2+H20+ résidu réfractaires ou substrat.
- Auto-oxydation progressive de la masse cellulaire: respiration endogéne .
Enzymes

Cellules +O2— — CO2+H20+N+P+résidu non biodégradable ou substrat.
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Figure 1-11: Mécanisme de 1’oxydation biologique aérobie

Les traitements aérobies sont les plus répandus, les traitements anaérobies restant réservés,
aux cas de pollution fortement concentrée pour laquelle I'apport d'O2 en quantité suffisante pose
un probléme[43].

1.6.3.3. La phytoremédiation

La phytoremédiation est l'utilisation des plantes pour réduire, dégrader ou immobiliser les
contaminants organiques ou minéraux. Ces plantes aquatiques ou terrestres doivent résister au
polluant et permettre son accumulation avec ou sans biotransformation .La phytoremediation peut
étre utilisée seule ou en association avec des micro-organismes. L’idée qui fait est de pouvoir
coupler I’efficacité des végétaux a accumuler les polluants organiques, et la capacité des micro-

organismes a les dégrader[44].

1.6.3.4. La biodégradation par les microorganismes

Cette méthode est trés efficace pour éliminer les contaminants organiques et inorganiques
de I'eau. Le nettoyage de I'eau a I'aide de microorganismes est réalisé en utilisant des bactéries, des
champignons et des algues qui sont capables de dégrader les contaminants organiques et

inorganiques [45].

Ces microorganismes sont capables de dégrader les hydrocarbures, les métaux lourds, les

pesticides et les produits chimiques organiques.
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1.6.3.4.1. Principe de la biodégradation

Le principe de la biodégradation s'explique par la dégradation des composés carbonés par
les micro-organismes. Ceux-ci peuvent étre soit des micro-organismes natifs déja presents dans la
zone & traiter et avec une présence négligeable de contaminants, soit des micro-organismes
exogenes ajoutés a I'environnement contaminé ou isolés a partir d'échantillons de la zone selon les
besoins contamine, cultivé en laboratoire, identifié puis réintroduit dans I'environnement par un

processus appelé bioaugmentation[46].

Des produits non-toxiques est facilement éliminables par les micro-organismes présents
dans I'environnement. Cependant, il est important de noter que la biodégradation n'est pas toujours
la meilleure solution pour éliminer les polluants toxiques, notamment dans les cas ou la
dégradation produit des substances encore plus toxiques. Dans ces cas-la, d'autres méthodes de
dépollution doivent étre utilisées.

La biodégradation est une processus d'oxydation conduisant a la formation des composants
de poids moléculaire inférieur, connus sous le nom de biotransformation. Mais aussi réagit pour
produire du dioxyde de carbone, de l'eau, des sels minéraux et de la biomasse pleinement
(figurel-12))[46].

CELLULE CELLULE
__\‘ - Enzyme 2
Produit Substrat Produit
Bioproduction Bioconversion
CELLULE | CELLULE2
Enz2 » - Enz2
2 Prod 2 Enzl puxs Enz3
CELLULE  Enz3 £ @ndd - -
- » { (Prod 2 Prod 1)
Enz1 ———(Prod 3) Substral Q—'
I JEnzd CELLULE 3 (
T o all Enz4
Substrat Lt ¢ O, NH_;. Nz. Hz( ), O;... »
CO, NH3. Ny HyO, Oy o= Enz§
2 »H 23 Prod 4
Biodégradation par une souche pure Biodégradation par un consortium bactérien

Figure 1-12: L’objectif final de la biodégradation est de transformer des substrats organiques en
produits minéraux, en faisant intervenir plusieurs enzymes exprimées soit par un micro-

organisme unique, soit par un groupe de micro-organismes (consortium)[46].
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1.6.3.4.2. Les facteurs influencent la biodégradation

Les micro-organismes sont trés sensibles a leur environnement de croissance et réagiront
changement environnemental. Le taux de biodégradation est Influencé par de nombreux facteurs
de type microbien ; niveaux de contamination propriétés physicochimiques des polluants; pH ;

salinité de I'environnement ; éléments nutritifs [47].

L’¢limination biologique d’un substrat est fortement dépendante d’un certain nombre
des facteurs physiologiques. De ce fait il est important de comprendre comment ces derniers ont
une influence sur le profil de la biodégradation. En effet, sachant que 1’environnement est un
facteur déterminant dans une réaction de biodégradation, les conditions environnementales doivent
étre appropriées pour que cette réaction s’effectue a une vitesse optimale et de sorte qu’aucun
facteur ne devienne limitant au cours du traitement. D’ailleurs, le choix des meilleures conditions

physiologiques a toujours été 1’une des principales préoccupations des scientifiques.

Plusieurs facteurs peuvent intervenir dans la biodégradation : il s’agit essentiellement de la
concentration du polluant ainsi que celle des nutriments nécessaires a la croissance des
microorganismes, de la source de carbone supplémentaire (glucose, extrait de levure,.....),de

I’aération, du pH et de la température du milieu [48].

1.6.3.4.3. Intéréts et inconvénients des biodégradations aérobie et anaérobie

Les principaux avantages des biodégradations sont :
« Sont des procédés destructifs.

* Ces procédés sont tres compétitifs en termes de cofits (ne nécessitant pas de transfert d’électrons,

les traitements anaérobies sont généralement moins onéreux que les aérobies).
* L'influence des médias est meilleure.
Plusieurs inconvénients sont & mentionner :
* La biodisponibilité restreint I'entrée des polluants et, par conséquent, leur dégradation biologique.

« Evidemment, les techniques ne sont applicables qu'aux polluants biodégradables, non inhibés et

non toxiques.

+les concentrations importantes en métaux, cyanures, ou contaminants organiques peuvent inhiber

les biodégradations [49].
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1.6.3.4.4. Microorganismes de la biodégradation des benzothiazole

e FEtudes effectuées avec des boues activées

Les premieres recherches sur la biodégradation des benzothiazoles ont été effectuées en
utilisant des boues activées ou des cultures mixtes provenant directement des stations d’épuration

d’usines impliquées dans la fabrication ou la consommation de ces composés.

Mainprize et al. (1976) ont été les premiers a démontrer la biodégradation compléte de
BTSO3 (100 mg L-1) par des boues activées. Repkina et al. (1983) ont mené une étude sur la
dégradation aérobie du BT par des boues activées provenant d’une station d’épuration municipale.
Lorsque les concentrations de BT sont inferieures a 300 mg/L, il y a une oxydation et nitrification
biochimique du substrat et le BT est entierement dégradé. Cependant, a des concentrations
supérieures, le processus de nitrification est inhibé. Ils ont également tenté cette expérience avec

le MBT seul, mais cela a échoué.
e Etudes effectuées avec des souches pures

Des souches microbiennes pures capables de dégrader et de transformer les benzothiazoles ont
été recherchées dans le but d’identifier avec plus de facilité les voies métaboliques mises en jeu.
Différents microorganismes capables de dégrader ces composés dans des conditions aérobies ont

été isolés. Plusieurs appartiennent a la famille des Rhodococci.

En 1998, I’équipe de De Wever isole une souche pure capable de transformer des benzothiazoles,
Rhodococcus erythropolis BTSO31. Cette souche est capable de dégrader I’OBT, le BT (Figure
10) et le BTSO3 séparément ainsi qu’en mélange . En revanche, elle ne dégrade pas le MBT, ce
composé¢ inhibant méme la dégradation de I’OBT, du BT et du BTSA lorsqu’il est ajouté au

mélange des trois benzothiazoles.

La littérature décrit maintenant quelques souches microbiennes pures capables de transformer les

benzothiazoles. Le Tableau I-4 : en rassemble certaines[50].
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Tableau I-4 : Souches microbiennes et benzothiazoles sur lesquelles elles sont actives.

Souches Benzothiazoles Références
dégradés
Bactéries
- Pseudomonas sp. MBT Drotar et al., 1987
- Pseudomonas sp. HKT 554 BT, MBT Matsui et al., 2004
- Corynebacterium sp. MBT Drotar et al., 1987
- Rhodococcus rhodochrous OBT18 BT, OBT, ABT, De Weveretal., 1997, Besse et al.,
MBT 2001, Haroune et al., 2001, 2004,
Bunescu et al., 2008a
- Rhodococcus erythropolis BTSO;1 BT, OBT, De Wever et al., 1998, Besse et al.,
BTSA 2001, Haroune et al., 2001
- Rhodococcus pyrinidinovorans PA BT, OBT Gaja et Knapp 1997, Haroune et al.,
2002
Champignons
- Cunninghamella echinulata MBTU Wallnoefer et al., 1976
- Hypocrea pilulifera MBTU Goettfert et al., 1978
- Aspergillus niger MBTU Malouki et al., 2003

1.6.3.4.5. Biodégradation de 2-mercaptobenzothiazole

Plusieurs études ont examiné la biodégradation de MBT dans I'environnement, soit par des
microorganismes soit par l'action de boues actives. Malgré cela, ces études ont montré que MBT
est plut6t récalcitrant, c'est-a-dire qu'il ne se dégrade pas facilement et n'est pas completement
minéralisé.

L'étude de Haroune et al. publiée dans la revue BioresourceTechnology en 2006 a examiné
la capacité de la bactérie Pseudomonas sp. a biotransformer le 2-mercaptobenzothiazole
(MBT),I'étude montre que cette bactérie est capable de métaboliser le MBT en trois principaux
métabolites (6-hydroxybenzothiazole, cis-dihydroxybenzothiazole et le dérivé diacide de MBT) et

ils ont proposé le mécanisme de biodégradation suivant:
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Figure 1-13: VVoie métabolique proposé pour MBT en présence de Rhondococcus rhodochrous.

Effectivement, le travail de Drotar et al. publié dans la revue Environmental Science and
Pollution Research en 2016 a étudié la biodégradation de MBT par différents types de bactéries,

notamment Corynebacterium sp, Pseudomonas sp et Escherichia coli.

Les chercheurs ont constaté que chaque espéce bactérienne avait sa propre capacité a
métaboliser le MBT, produisant des métabolites différents dans le milieu de culture. En particulier,
ils ont trouvé que Corynebacterium sp était capable de métaboliser efficacement le MBT en
benzothiazole (BTH), tandis que Pseudomonas sp. et Escherichia coli produisaient du 2-
hydroxybenzothiazole (OHBTH) comme métabolite principal.

Cette étude suggeére donc que la biodégradation de MBT dépend fortement de la souche
bactérienne utilisée et que la production de métabolites spécifiques peut varier considérablement
en fonction de I'espece bactérienne. Ces résultats pourraient avoir des implications importantes

pour la dégradation bactérienne de MBT [51].
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Certains microorganismes peuvent vivre dans des eaux pollués. Ils peuvent contribuer a la
diminution de la charge polluante par la biodégradation. Leur présence et leur capacité a dégrader
les polluants sont dues a leurs adaptations aux conditions du milieu et a leurs métabolismes. C’est

la raison pour laquelle nous nous sommes intéresses aux eaux polluées par les pesticides.

L’objectif de notre travail est d’utilisée des micro-organismes pour traitements des eaux
pollués par différents polluants .Dans notre étude on a choisis ; le 2-mercaptobenzthiazole(MBT).
Une premiére application a été réalisée sur le traitement d’eau polluée par le MBT par des souches
bactériennes. Une seconde application de traitement a été réalisée par un champignon. Pour

réaliser ce travail nous avons utilisé le matériel et les produits suivants.

> Matériels utilisés

L'expérience menée dans le cadre de cette recherche dans diverses conditions, nécessite les
matériels de qualités analytiques. Les concentrations résiduelles de polluant et le taux de

dégradation ont été mesurées comme suit.

11.1. Spectroscopie d’absorption UV-visible

Les propriétés optiques des échantillons dans les domaines de I’UV-visible ont été étudiees

par la spectroscopie d’absorption UV-visible.

I1.1.1. Principe

La spectroscopie d’absorption concerne des transitions de I’état fondamental vers un état
excité. Elle consiste a mesurer 1’atténuation d’un rayon lumineux incident d’intensité Io en fonction
de la longueur d’onde lorsque celui-ci traverse un milieu homogéne d’épaisseur 1 ; généralement
en solution, contenant une espece absorbante. Son principe est basé sur la mesure de la différence

entre lumiere incidente et lumiere transmise par la solution.

En effet, Lorsqu’une lumiére d’intensité Io passe a travers cette solution, une partie de celle-ci est
absorbée par le soluté, et 1’autre partie sera transmise avec une intensité I inférieure a Io.
L’absorbance est une valeur positive, sans unité. Elle est d’autant plus grande que I’intensité

transmise est faible. Elle est définit comme suit :

I
A= Log(f) =—LogT

T est transmittance définie par la relation :
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Avec : lp est I’intensité lumineuse incidente et I est 1’intensité lumineuse transmise.

La loi de Beer-Lambert indique que pour une longueur d’onde A, I'absorbance d'une solution
est proportionnelle a sa concentration et a la longueur du trajet optique | (épaisseur de la solution

traversée par la lumiére) :
— b
A=Log(®)elcC
A:Absorbance ou densité optique a une longueur d'onde A (sans unité).

e : Coefficient d’extinction molaire, il dépend de la longueur d'onde A et de la nature chimique de

I'entité (L.mol.cm™).

I:Longueur du trajet optique dans la solution traversee, elle correspond a I'épaisseur de la cuve

utilisée (cm) (Figure 11 1).
C : Concentration de la substance absorbante (mol/L).

A titre de comparaison entre les différents échantillons synthétisés, le coefficient

d’extinction molaire a été calculé a partir de la formule de Beer-Lambert :

A
E = —
lc

Figure 11-1 : Cuve d’échantillon de spectroscopie UV visible.
11.1.2. Spectres optiques UV-Vis de MBT
Le spectrophotomeétre UV-visible utilisé pour les mesures des spectres d’absorption de

MBT utilisée est de modele « JENWAY 6850 UV/Vis» (Figure Il 2). Il s’agit d’un

spectrophotométre double faisceau. Un faisceau traverse I’échantillon pendant que 1’autre traverse

[ )
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une référence. L’excitation photonique a été fournie par une lampe a décharge au deutérium pour

la partie UV et une lampe halogéne tungstene pour la partie visible. Des cuves en quartz, matériau

transparent au rayonnement UV, de 1 cm de trajet optique ont été utilisées comme support.

Figure 11-2 : Spectrophotometre JENWAY 6850

Avant les mesures, un blanc a été préalablement réalisé avec les deux cuves remplies d’eau
distillée I, solvant des suspensions réalisées. Les échantillons ont été analyses sur une large gamme
de longueurs d’onde comprise entre 200 et 600 nm. L’homogénéité et la stabilité des suspensions
réalisées ont été vérifiées en mesurant les spectres d’absorption d’un prélévement. Le spectre

présenté dans la partie des résultats (Chapitre I11) [1]

Le grand domaine d'application de la spectroscopie UV-Visible est 1'analyse quantitative
basée sur la loi de Beer- Lambert. Le domaine du visible trouve son plus grand champ d'utilisation

en analyse. Voici quelques exemples d'applications:

-Contréle de pureté et éventuellement dosage de I’impureté.

-Détermination de la composition d'un mélange (basée sur I'additivité de la loi de Beer-Lambert).
-Etude d'isomérie cis-transe ou de tautomérie.

-Mesure de constantes de dissociation d'acides et de bases.

-Etude cinétique d'une réaction chimique.

-Etude théorique de complexes métalliques [2]

11.1.3. Limites de validité de la loi de Beer-Lambert

-Concentration pas trop élevéee (c < 0,01 M).

-La substance ne doit pas donner lieu a des associations variables avec le solvant.
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-Lumiére monochromatique (impossible dans I’absolu).

-Influence de la lumiére parasite, éviter de travaillera A > 1,5
-Absence de fluorescence et diffusion négligeable.

-La substance ne doit pas donner lieu a des réactions chimiques sous 1’effet du rayonnement
incident [3].

11.1.4. Intéréts de la spectroscopie UV-Visible

-Large domaine d’application (Chimie minérale, organique, biochimie) ,90% des analyses
médicales.

-Analyses quantitatives (loi de Beer-Lambert).
-Grande sensibilité : limite de détection =10-5M
-Précision : 1 - 5% erreur.

-Simplicité, rapidité [4].

Pour séparer les composants d’une solution hétérogene, nous pouvons utilisés: la

centrifugation ou la filtration.

11.2. La centrifugeuse

La centrifugeuse ou le centrifugeur est un appareil de laboratoire produisant un mouvement
d'accélération et de rotation a tres grande vitesse appelée la force centrifuge (Figure 1l 3). Le
procédé de centrifugation permet de séparer les composants d'un mélange en fonction de leur
différence de densité. Le mélange a séparer peut étre composé de deux phases liquides ou de
particules solides en suspension dans un liquide.

La centrifugeuse est particulierement utilisée dans les laboratoires de chimie, biochimie ou
physique, ils sont principalement utilisées avec des tubes de 1,5 a 50 ml ou des poches de sang, |l

existe des centrifugeuses réfrigérées et des centrifugeuses chauffantes.

38

—
| —



Chapitre 11: Matériel et méthodes
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Figure 11-3 :I’appareil centrifugeuse

11.3. Filtration

La filtration est un procédé de séparation permettant de séparer les constituants d'un mélange
qui posséde une phase liquide et une phase solide au travers d'un milieu poreux qui constitue un

filtre et retient la phase solide.

L'utilisation d'un filtre permet de retenir les particules du mélange hétérogene qui sont plus
grosses que les trous du filtre (porosité). Le liquide ayant subi la filtration est nommeée filtrat ou

perméat, tandis que la fraction retenue par le filtre est nommeée résidu.

On récupere apres filtration soit le solide, soit le liquide, soit le liquide et le solide. La
filtration est une technique trés utilisée dans le domaine de I'agroalimentaire, de la chimie, de la
pharmacie.

La filtration permet de purifier les solutions en éliminant les particules en suspension et stériliser

les solutions en éliminant les microorganismes.

11.4. pH-métre

Le pH des solutions a été mesuré a I'aide d'un pH-metre a microprocesseur de type « ADWA
AD 8000» (Figure Il 4). L'étalonnage de l'appareil a été effectué avec des tampons commerciaux
de pH= 4, pH=7 et pH= 10. Le pH a été ajusté a différentes valeurs pour les milieux acides en

utilisant I'acide sulfurique (H2SO4) et en utilisant la soude (NaOH) pour les milieux basiques [1].
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Figure 11-4 :I’appareil de pH métre

11.5. Autoclave

L'autoclave est un stérilisateur a vapeur, il utilise la chaleur humide sous forme de vapeur
saturée sous pression pour arriver a une température supérieure au point d'ébullition, jusqu'a 135-
137°C, pour détruire les micro-organismes tels que les bactéries, virus, champignons et les spores
(Figure 11 5).

La stérilisation a la vapeur est non toxique, peu codteuse, rapidement microbicide, sporicide et
chauffe et pénétre rapidement les tissus, avec une taille, une forme et une fonctionnalité
variable. L'autoclave peut stériliser des liquides des solides, des cavités, des matériels chirurgicaux
et des instruments de laboratoire de différentes formes et tailles, il est adapté aux différentes

applications scientifiques et industrielles

11.5.1. Principe

Le principe de base de la stérilisation en autoclave est I'exposition directe d'un objet a la
vapeur, avec une température et une pression requise, pendant le temps spécifié. Ainsi, il existe

quatre parameétres de stérilisation a la vapeur : la vapeur, la pression, la température et le temps.
o Vapeur idéale pour la stérilisation est la vapeur saturée séche et I'eau entrainée.

o Lapressionsert de moyen pour obtenir les hautes températures nécessaires pour tuer

rapidement les micro-organismes.

o Des températures spécifiques doivent étre obtenues pour assurer l'activité microbicide. Les

deux températures courantes de stérilisation a la vapeur sont 121°C (250°F) et 132°C (270°F).
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o Cestempératures doivent étre maintenues pendant un minimum de temps pour tuer les micro-
organismes. Les durées de stérilisation varient selon le type d'article (par exemple, métal par
rapport au caoutchouc, plastique), si l'article est emballé ou non, et le type de stérilisateur [5].

N
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Figure 11-5 : ’appareil d’autoclave

» Matériels biologiques

e Bacteéries :
Trois souches bactérienne ont été utilisées dans ce travail :
» Escherichia coli.
» Staphylocoque aureus.
» Entérocoques faecalis
e Champignon :
Un champignon a été utilisé dans ce travail :

» Aspergillus niger.
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11.6. Solution de MBT

Une solution mére de concentration 10mg/l est préparée. Le 2-mercaptobenzothiazole se
présente sous-forme de poudre jaune. Le composeé étant peu soluble, la solution est agitée pendant

2 jours a I’obscurité.
Remarque :

Les concentrations utilisées dans l'incubation ont été prolongées d'environ 2 a 3 fois par

rapport & la concentration initiale afin de permettre une détection plus précise des effets.

Dans notre travail la biodégradation de MBT (10mg/l) a été étudiée dans 1’eau sous une
langueur d’onde d’absorption de 313 (g = 24000 + 200 Mt cm™ et €313 nm = 21500 £ 200 M lcm’

1) 6]

Absorbance(Abs)

Figure 11-6 : Spectre d’absorption UV-visible de MBT (10 mg /1) dans I’ eau .

11.7. Biodégradation par les bactéries
11.7.1. Escherichia coli

La premiere souche d'E. coli a éeté isolée en 1885 par le bactériologiste allemand Theodor
Escherich, est une bactérie intestinale des organismes a sang chaud Gram négatif, du genre
Escherichia, en forme de batonnet. E. coli est une bactérie aero-anaerobie facultative, appartenant
au groupe des colibacilles, trés commune chez I'étre humain [7]. C’est une bactérie sporulée
mesurant 2 a 4 um de long sur 0.4 a0.6 pm de peritriche large. C’ est une bactérie fine et allongée

a extrémités arrondies, mobile grace a une ciliature (Figure 11-7 , Figure 11-8) [8].
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Figure 11-7 : Escherichia coli sous Figure 11-8 : Escherichia coli sur milieu
microscope électronique Grossissement x solide.
15000.

11.7.2. Staphylocoque aureus

La premiére différenciation de Staphylococcus aureus est faite par Friedrich Julius
Rosenbach en 1884 a partir de culture sur milieu solide[9] .les staphylocoques apparaissent sous
la forme de Cocci a Gram positif d’environ 0,5 a 1 um de diamétre. Ils peuvent étre disposés de
fagon isolée, en diplocoques, en courte chainette, ou en amas. Ils sont immobiles, non sporulés et

ont généralement des capsules qu’ils perdent apres culture (Figure 11-9, Figure 1I-10) [10].

Figure 11-9 : Staphylococcus Aureus sous Figure 11-10 : Staphylococcus aureus sur

microscope électronique a G X 10000. milieu solide .

11.7.3. Entérocoques faecalis

Le premier a identifier les entérocoques en (1899), également le premier a utiliser le terme
diplocoques, viennent Andrews et Horder, qui I’on décrit en 1906 sous le nom de Streptococcus

43

—
| S—



Chapitre 11: Matériel et méthodes

faecalis, pour désigner des bactéries potentiellement pathogenes des patients souffrant
d’endocardites et des bactéries ayant la capacité de former des courtes chaines. Ils sont largement
répartis entre le tube digestif de I'Homme, les autres mammiféres, les oiseaux, les plantes, le sol et
I'eau [11]. Les Entérocoques ont une taille comprise entre 0,6 et 2 um, ils sont généralement

immobiles, rarement capsulées et non sporulées (Figure 11-11, Figure 71-12)[12].

Figure 11-12 : Entérocoques feacalis sur milieu solide
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11.7.4. Culture des bactéries

Dans des conditions d’asepsies, on coule la gélose nutritive dans des boites de Pétri. Ensuite,

on ensemence la bactérie choisis sur milieu GN. L’incubation des boites est effectuée pendant 24

heures a 37C°.

La préparation des suspensions bactériennes consiste a prendre la creme de chaque bactérie et la
suspendre dans 1’eau physiologique stérile dans les tubes a essais tant que 1’eau devient bien

trouble.

11.7.5. La biodégradation par les bactéries

Le milieu de base minimal contenant du sel (MSM ou N milieu), comporte :

19 de KH2PO4 ; 1g de K2HPO4 ;1g de NH4CI ;0.2g de MgS04; 0.02g de CaCl2 et 0.004g de
FeClI3. Tous les ingrédients ont été dissous dans 1 L d’eau distillée et ajustés a un pH de 7,2 avec

1,0 M de NaOH..
La solution a été utilisée pour I’enrichissement et la culture de bactéries dégradant le 2-MBT [13].
De ce fait, 2 concentrations Ont été utilisées pour chaque bactérie :

» 5mg/L : en prépare 50 ml du milieu de base minimal +50 ml de MBT.

» 2.5mg/L : en prépare 75ml du milieu de base minimal +25 ml de MBT.

Ensuite, 100 microlitres ont été pris avec la micropipette de la suspension bactérienne et la mettre
dans 100 ml du milieu de fermentation final avec MBT (le volume final souhaité va étre 100ml

dans une erlenmeyer de250 ml).

11.8. Biodégradation par les Champignons
11.8.1. L'Aspergillus niger

L'Aspergillus niger est un champignon ascomycéte filamenteux qui se développe souvent
en moisissure sur des aliments ou dans des environnements humides. Il est le champignon le plus

commun qui cause la détérioration des aliments et la biodégradation des autres matériaux [14].

Il posséde alors des tétes conidiennes larges, brun rouge trés sombre a noir, tout d’abord
sphériques et secondairement radiées. Elles sont portées par de longs conidiophores (1,5 a 3 mm
de long) qui présentent une paroi épaisse, lisse et incolore. La vésicule est globuleuse, brune, et de
grande taille (40 a70 um de diameétre). Les phialides trés serrées, sont insérées sur la vésicule par
I’intermédiaire de métules disposées sur tout le pourtour de la vésicule Les métules et les phialides

sont légerement teintées de brun [15].
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Les colonies sont a croissance rapide sur tous les milieux de culture classiques (geloses au
malt et Sabouraud). La température optimale de croissance varie généralement entre 25 et 30°C,
mais [’Aspergillus niger peut se développer jusqu’a 42°C.les colonies d’Aspergillus niger sont
granuleuses blanches au début, puis jaunatres et a maturité elles deviennent noires (Figure 11-13)
[16].
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Figure 11-13 : Apparence microscopique d’Aspergillus Niger.
11.8.2. Ensemencement de champignon
L'ensemencement a été réalisée sur boite de Pétri contenant de milieu Sabouraud. La boite

de Pétri ensuite été incubée a 30°C dans un incubateur pendant 4-6 jours pour une sporulation

maximale et des colonies (Figure 11-14 )[17].

Figure 11-14 : Colonies noires d’Aspergillus niger sur milieu Sabouraud apreés 7 jours
d’incubation.
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11.8.3. Le milieu nutritif de champignon

Il comporte ; 1g de KH2PO4, ; 1g de K2HPO4; 4mg de FeCl3 et 40mg de MgSO4 tous les

ingrédients ont été¢ dissous dans 1 L d’eau distillée .

Dans des erlenmeyer de 250 ml on va mettre 75 ml du milieu nutritif avec 25 ml de solution initiale
de MBT (donc la concentration finale et 2.5mg/l). L’incubation est réalisée a 30C pendant 24
jours, la biomasse a été quantifiée apres avoir filtré les échantillons sur papier Wattman. Ce dernier

a été seché a 105C pendant 24h, puis pesé dans une balance.

Figure 11-15 : fermentation de /’Aspergillus niger.

11.9. Dosage de MBT par spectroscopie UV visible

Nous avons suivi la biodégradation du MBT, en effectuant régulierement des prélévements
qui sont d’abord filtrées par des filtres a seringues (Figure II-16), puis mesurées 1’absorbance par
une spectroscopie UV visible dans une cuve du quartz. Et nous avons déterminé la concentration

de MBT par I’utilisation de loi de Beer Lambert.
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Figure 11-17 : Filtration des échantillons par un filtre a seringue .
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I11.1.1. La biodégradation de MBT
111.1.1.1. Biodégradation de MBT par bactéries

Les figures13, 14 et 15 montrent les pourcentages résiduels du MBT pour les trois souches ; E.

coli, E. feacalis et S. aureus, respectivement.

D’apreés les résultats obtenus (Figure 111-1 ) on remarque qu’il y a une diminution du pourcentage
résiduel de MBT tout au long de la durée de la biodégradation pour les deux concentrations (5mg/I
et 2.5mg/l). Avec la différentiation de pourcentages résiduels ; ou pour la concentration initiale

Smg/l est de I’ordre de 27% et jusqu’a 17% pour la concentration initiale 2.5mg/l.

100 g —m— Biodégradation de MBT par E.Coli 5mg/ L
90 e — Biodégradation de MBT par E.Coli 2.5 mg/L
.
80 I.\.
.I
70 '.._*"'l-,.
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Figure I111-1 : Pourcentage résiduel de biodégradation du MBT de E. coli dans différentes

concentrations (5mg/l et2.5mg/l).

La figure (figure 111-2) montre que le pourcentage d’élimination est de 44% pour la concentration
initiale Smg/l et jusqu’a 28% pour la concentration initiale 2.5mg, avec une diminution du
pourcentage résiduel de MBT tout au long de la durée de biodégradation pour les deux

concentrations.
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Figure 111-2 : Pourcentage résiduel de biodégradation du MBT de E. feacalis dans différentes

concentrations (5mg/l et2.5mg/l).

D’aprés la figure (Figure 111-3) on observe que, le pourcentage de dégradation de MBT est

diminué jusqu’a 30%pour la concentration initiale Smg/l et jusqu’a 20% pour la concentration

initiale 2.5mg
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Figure 111-3 : Pourcentage résiduel de biodégradation du MBT de S. Aureus dans déeférentes

concentrations (5mg/l et2.5mg/l).

Les différentes courbes des figures (I11- 1,2 et 3 ) montrent pour I’ensemble des souches étudiées,

une allure décroissante du pourcentage résiduel du MBT tout au long de la durée d’essai ce qui

reflete la consommation du substrat. Il est a constater que le pourcentage de dégradation du MBT

differe d’une souche a I’autre, et d’une concentration au 1’autre (Figure I11-5) .
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111.1.1.2. Biodégradation de MBT par les champignons

La figure (Figure I111-4) montre les pourcentages résiduels du MBT pour /’Aspergillus niger.
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Figure 111-4 : Pourcentage résiduel de biodégradation du MBT de Aspergillus Niger dans la

concentration initiale (2.5mg/l).

D’aprés les résultats obtenus dans la figure (111-4), on remarque que le pourcentage résiduel de

dégradation du MBT est décroissante au cours de temps, a cause de la consommation du substrat

jusqu’a 1’élimination totale (4%).
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Pourcentage de dégradation de MBT %.
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Figure 111-5 : Pourcentage de biodégradation du MBT pour les trois souches bactériennes et

Aspergillus neiger, dans les deux concentrations (5mg/l et 2.5mg/I).
D’apreés les résultats (Figure I11-5) obtenus on remarque que :

1-Pour les trois souches bactériennes en remarque que, le pourcentage de dégradation du MBT de
la concentration initiale 2.5mg/l et plus grande par apport le pourcentage de dégradation du MBT
de la concentration initiale 5mg/I.

» E. Coli : ’expérience qui utilise la souche Escherichia coli comme bactérie testée présente

le plus grand pourcentage de dégradation du MBT pour les deux concentrations utilisées.

» S. aureus : la souche Staphylocoque aureus présente un bon pourcentage de dégradation
du MBT pour les deux concentrations utilisées.

55

—
| S—



Chapitre 111 : Résultats et discussion

» E. feacalis I’expérience qui utilise la souche Enterococcus faecalis comme souche
bactérienne présente le plus faible pourcentage de dégradation du MBT pour les deux

concentrations utilisées.

D’apres nos résultats, bien que les trois souches soient capables de dégrader le MBT, leurs
efficacités sont différentes. Plusieurs auteurs ont testé des souches dans la biodégradation du MBT,
parmi eux on trouve une étude menée par Zhou et al. (2009), qui ont mis en évidence la capacité
de la souche bactérienne Pseudomonas putida X4 a dégrader le MBT [1]. Les résultats ont montré
par une etude menée par Yao et al. (2015)pour évaluer l'efficacité de la biodégradation du MBT
par une souche bactérienne de Pseudomonas sp. Cette étude a montré que la souche bactérienne

était capable de dégrader jusqu'a 84,5 % du MBT en 14 jours de culture [2].

Les résultats montrent aussi une différence dans 1’efficacit¢ de dégradation du MBT par les trois

souches, cette différence peut étre due a I’espece bactérienne et/ou a la concentration initiale du

MBT.

2-Pour le champignon en remarque que, I’expérience qui utilise /’Aspergillus niger présente un

pourcentage de dégradation du MBT trés importants, de I’ordre de plus de (96%).
Ce méme résultat est trouvé par plusieurs auteurs parmi eux on trouve :

-L’¢étude de Zhou et al. (2017) : cette étude a évalué la biodégradation du MBT par un champignon
filamenteux Aspergillus fumigatus. Les résultats ont indiqué que le champignon était capable de
décomposer efficacement le MBT en composants plus simples, avec des taux de dégradation allant
jusgu'a 88 %[3].

-De plus, L’étude de Wu et al. (2020) : cette étude a examiné la capacité de trois especes de
champignons (Trametes versicolor, Phanerochaete chrysosporium et Pleurotus ostreatus) a
dégrader le MBT. Les résultats ont montré que les trois espéces de champignons étaient efficaces

dans la dégradation du MBT, avec des taux de dégradation allant jusqu'a (92 %) [4].

111.1.2. L’évolution de biomasses
111.1.2.1. La biomasse bactérienne

Concernant la croissance bactérienne, on trouve les résultats ci-dessous. D’aprés les résultats

(Figure 111-6 ,7et 8) obtenus on remarque que :

Il 'y a une augmentation de croissances bactériennes tout au long de la durée de

biodégradation due a la consommation du substrat organique (MBT) .
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Toutefois, les cinétiques de croissance différent d’une souche a une autre, et varient par

apport a la concentration initiale du MBT.
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Figure 111-6 : Evolution de la croissance bactérienne de E. Coli dans déférentes concentrations

(5mg/l et2.5mg/l).
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Figure 111-7 : Evolution de la croissance bactérienne d’E. Feacalis dans les déférentes

concentrations (5mg/l et2.5mg/l).
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Figure 111-8 : Evolution de croissance bactérienne de S. Aureus dans les déférentes

concentrations (5mg/l et2.5mg/l).

La biomasse de E. coli est la plus grande par rapport au S. aureus. Tandis que, la biomasse
de E. feacalis est la plus faible par rapport aux autres souches et pour les deux concentrations.
Ainsi, les résultats montrent tres clairement que la production de biomasse bactériennes dans la

concentration 2.5 mg/l est faible que la concentration 5mg/I (Figure 111-9).
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Figure 111-9 : Biomasse microbienne finale des trois souches bactériennes dans les deux

concentrations (ug/100ml).
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Ce méme resultat est trouvé par plusieurs auteurs parmi eux on trouve :

Dans une étude antérieure, Badea et al. (2008) ont étudié la biodégradation du MBT en utilisant
des bactéries isolées a partir de sols contaminés par des hydrocarbures. Les résultats ont montré
que les bactéries étaient capables de dégrader efficacement le MBT en utilisant une voie

métabolique impliquant l'utilisation de la peroxydase [5] .

Une étude récente menée par Aitkenhead-Peterson et al. (2020) a étudié I'efficacité de la
dégradation du MBT par des bactéries isolées a partir de sols contaminés par des huiles usées. Les
résultats ont montré que les bactéries étaient capables de dégrader le MBT en utilisant une voie

métabolique impliquant l'utilisation de la peroxydase [6].

111.1.2.2. Evolution de biomasse d’ Aspergillus niger

La figure (111-10) montre I’évaluation du biomasse de Aspergillus niger dans la
concentration initiale (2.5mg/l). on observe qu’ll y a une augmentation trés importante de
croissances d’'Aspergillus niger tout au long de la durée de biodégradation due a la consommation
du substrat organique (MBT) .
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Figure 111-10 : Evaluation du biomasse microbienne du champignon Aspergillus niger
(mg/100ml).

Ces résultats sont confirmés par les travaux de Li et al. (2017) : cette étude a exploré la
dégradation du MBT par le champignon blanc Pleurotus ostreatus. Les résultats ont indiqué que
le MBT pouvait étre dégradé efficacement par le champignon, qui a été capable de decomposer le
MBT en composés plus simples et utilisée pour leur croissance [7]. Aussi L’étude de Cassir et al.

(2012) : des champignons lignolytiques ont été utilisés pour la biodégradation du MBT [8], et Li

[ =}
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etal. (2015) : a examiné la capacité de deux types de champignons (Phanerochaete chrysosporium
et Trametes versicolor) a dégrader le MBT. Les résultats ont montré que les deux espéces de
champignons étaient capables de décomposer le MBT en ses composants de base [9].
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Conclusion générale

Le traitement des eaux fait partie des principales occupations de nombreux états, d’une part
pour la potabilisation de 1’eau et d’autre part pour la décontamination et la désinfection des
effluents industriels et urbains chargés en polluants chimiques. Ces polluants issus de différentes
industries, chimiques, pharmaceutiques, cosmétiques, pétroliéres, agroalimentaires, etc, sont a
I’origine de nombreuses perturbations de la faune aquatique et constituent un risque pour la santé

humaine. Certains de ces polluants sont stables et par conséquent difficiles a se dégrader.

Notre étude consistait a utilisation des micro-organismes pour faire 1’¢limination et la

biodégradation de polluant organique MBT. Les résultats obtenus de notre travail sont :
e Les trois souches bactériennes sont capables de dégrader le MBT.

e Lasouche E. coli est la souche la plus active et donc la plus efficace dans la biodégradation de
MBT.

e Les concentrations initiales joue une facteur trés importante sur la durée de biodégradation et a

la croissance bactériennes.

e L’Aspergillus niger est tres efficace dans 1I’élimination du MBT est trés rapide par rapport les

souches bactériennes.
e Ladurée de dégradation du MBT dépend trés fortement de I’espéce microbienne.

Ce qu’on peut conclure de ces résultats que les especes microbiennes ne se développent
pas toutes dans les mémes conditions, il y a une grande diversité métabolique. Chaque espéce, voir
chaque souche microbienne, a ses propres tolérances pour chaque paramétre environnemental

spécifique en fonction de ses capacités physiologiques et génétiques.
Perspectives :
Dans les perspectives, afin de compléter et d” enrichir cette étude, il serait intéressant :

-- L’identification des molécules produisent au cours de la biodégradation et leurs toxicité et la

détermination des réactions métabolique au cours de la biodégradation

- D’utiliser d’autres méthodes d’analyse qui permettent de suivre 1’évolution de polluant le long

du traitement.

-L’utilisation des autres micro-organismes, avec d’autres méthodes de traitement de 1’eau.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the efficiency of biodegradation for the
elimination of an organic pollutant (2-mercaptobenzothiazole) present in water, and to determine
the factors affecting this process.

In our work, using microorganisms to simulate the biodegradation of MBT in the aquatic
environment, 3 bacterial strains (E. coli S. aureus and E. feacalis.) and one type of fungus
(Aspergillus niger) were used.

The results showed the ability of these microorganisms to degrade MPT with varying
efficiency, where the fungus was most effective at pollutant removal (96%) over a 24-day
period.For bacterial strains, the experiment was followed for 37 days, and E. coli performed best
in MBT exclusion compared to other strains. The study also showed that biodegradation is linked
to several factors such as the concentration of the pollutant, its type, the type of microorganism
and its ability to adapt to the surrounding conditions.

Key words: Biodegradation, Bacterial strains, A. niger, 2-Mercaptobenzothiazole,



Résumé

L’objectif de cette étude était d’évaluer I’efficacité de la biodégradation pour 1’élimination
d’un polluant organique (2-mercaptobenzothiazole) présent dans 1’eau, et de déterminer les
facteurs affectant ce processus.

Dans notre travail , en utilisant des micro-organismes pour simuler la biodégradation du
MBT en milieu aquatique, trois souches bactériennes (E .coli, S. aureus et E. feacalis.) et un type
de champignon (Aspergillus niger) ont éte utilises.

Les résultats ont montré la capacité de ces micro-organismes a dégrader le MBT avec une
efficacité variable, ou le champignon était le plus efficace pour I’élimination de polluant (96%)
sur une période de 24 jours. Pour les souches bactériennes, I’expérience a été suivie pendant 37
jours, et E. coli a obtenu les meilleurs résultats en matiére d’exclusion du MBT par rapport aux
autres souches. L’étude a également montré que la biodégradation est liée a plusieurs facteurs tels
que la concentration du polluant, le type de micro-organisme et sa capacité a s’adapter aux
conditions environnantes.

Mots clés : Biodégradation, Souches bactériennes, A. niger, 2-Mercaptobenzothiazole.



