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INTRODUCTION



Les colorants synthétiques sont largement utilisés dans les imprimeries, les produits
alimentaires, cosmétiques et cliniques, mais en particulier dans les industries textiles (Balan et
Monteiro, 2001). Celles-ci font partie des plus grands générateurs d'effluents chargées de
colorants en raison des grandes quantités d'eau utilisées dans le processus de teinture (
Pagga,1986). La libération de ces molécules dans I'environnement est indésirable, et constitue
une vraie menace pour la santé publique (Sharma et Sobti, 2000).

En effet plusieurs recherches ont démontré les effets toxiques et mutagénes des colorants
et leurs produits de dégradation pour I’homme et I’animal. De plus ces composes sont résistants
a la dégradation microbienne et ne sont pas facilement ¢liminés dans les stations d’épuration
(Shaul et al., 1991).

La production mondiale des colorants est estimée a plus de 800 000 t /an et environ 10 000
colorants et pigments différents sont utilisés industriellement (Bhoodevi et al., 2015) .Les
méthodes physiques et chimiques utilisées pour I'assainissement des effluents dangereux sont :
I'adsorption, I'oxydation photochimique, I'échange d'ions, les processus d'oxydation avancés,
I'ozonation, I'extraction, la précipitation et la floculation par des agents chimiques... etc
(Forgacs et al., 2004), celles-ci ont montré une dépollution plus ou moins efficace. Cependant,
elles présentent plusieurs inconvénients. En plus de leur cout élevé, elles nécessitent de grandes
quantités de solvants chimiques et générent des sous-produits toxiques (Singh, 2014). Il est
donc indispensable d’établir des stratégies alternatives respectueuses de 1'environnement pour
le traitement de ces déchets.

Le traitement biologique de ces colorants semble présenter un intérét scientifique

majeur.Celui-ci est basé sur les capacités épuratrices des microorganismes (bactéries,
moisissures, algues) et leurs enzymes, considérées comme des principaux effecteurs des voies
métaboliques de transformation (Sarayu et Sandhya, 2012), C’est la bioremédiation.
Parmi les microorganismes présentant un grand potentiel de biodégradation et biorestauration,
les actinobacteries. Ceci et grace a leurs différentes voies métaboliques fonctionnant dans un
large éventail de conditions environnementales notamment extrémes (Mahajan et
Balachandran,2012).

Les moisissures ont été également étudiés pour leurs capacité de dégrader ces
xénobiotiques (Singh et Pakshirajan, 2010), notamment la biomasse fongique morte (Khalaf,

2008).1Is sont connus pour leur capacité a se propager dans les sols.



grace a leur mycélium et a produire des enzymes extracellulaires a large spécificité de substrats
et de leur tolérance aux polluants (Singh,2015).

En outre, ces microorganismes sont également capables de synthétiser les nanoparticules
(Mukherjee et al., 2001 ; Pandian et al., 2010).Ces derniers présentent un impact potentiel sur
de nombreux domaines scientifiques tels que I'énergie, la médecine, les industries
pharmaceutiques, et I'électronique . En effet, en raison de leur non-toxicité, de leur stabilité
chimique et de leur photosensibilité, les nanoparticules ont été eétudiées pour la dégradation de
plusieurs polluants environnementaux, notamment les colorants synthétiques (Chun et al.,
2006).

Ce constat nous a amen¢ a orienter notre recherche sur 1’étude de la capacité de quelques

souches d’actinobactéries et moisissures de dégrader les colorants : rouge de Congo et le jaune
réactif et I’aptitude des moisissures a synthétiser des nanoparticules .
La premiére partie de ce manuscrit consiste en une synthése bibliographique, nous présentons
en premier lieu des généralités sur les actinobactéries et les moisissures, leur capacité de
production d’enzymes décolorantes ainsi que les mécanismes suivies et enfin leurs aptitude a
synthétiser des nanoparticules

En seconde partie, nous rapporterons les méthodes suivies ainsi que le matériel utilisé
durant notre recherche.

Sur le dernier chapitre, nous présentons les résultats obtenues et leurs discussions, pour

terminer avec une conclusion.



CHAPITRET1 :

REVUE
BIBLIOGRAPHIQUE




1. Généralités sur les microorganismes

1.1. Actinobacteries

Les actinobactéries sont des Eubactéries & Gram positif avec un pseudo mycélium
(Rosilma et al., 2016) ,également connus sous le nom d’ Actinobactéries (Perry et al.,
2004) .Ce sont des microorganismes hétérotrophes et/ou chimiotrophes pour certains (Williams
et al., 1984) ; saprophytes (Dgigal, 2003), caractérisé par un coefficient de Chargaff élevé
(Larpent, 1989), une croissance lente (Beckers et al., 1982) , donnant lieu a des colonies
circulaires de morphologie complexe (Colombig, 2005 ; Eunice et Prosser, 1983).

Les actinobactéries se distinguent essentiellement sur la base de leur morphologie générale,
On trouve des formes cocci(Micrococcus), batonnets (Mycobacterium) , polymorphes
(Nocardia) ou encore des filaments ramifiés qui se décomposent en cellules sphériques ou qui
donnent un mycélium aérien avec de longues chaines de spores (Anandan et al.,2016).

Ces microorganismes qui présentent des similitudes a la fois avec les Eubactéries et les
moisissures (Lakshmipathy et Krishnan, 2016; Janaki, 2017) font partie de la flore
microbienne de la plupart des substrats naturels (Hotam et al ., 2013) .

Physiologiquement, on distingue des formes aérobies qui sont les plus nombreuses, et des
types anaérobies trouvés primitivement chez les animaux et I’homme. IIs préférent un pH neutre
ou peu alcalin. Généralement mésophiles, d’autres sont thermophiles tolérants des températures
avoisinant les 50°C (Omura, 1992).

1.1.1. Ecologie

Les actinomycetes sont des microorganismes ubiquitaires que 1’on rencontre dans un large
éventail d’écosystemes naturels. Ils constituent 10 a 20% de la microflore tellurique
(Dommergues et Mangenot, 1970). Le genre Streptomyces est le plus dominant dans les sols
et divers autres substrats .Celui-ci représente 80 a 95% du total des actinomycetes, suivi par les
genres Nocardia et Micromonospora (Dommergues et Mangenot, 1970). Le reste ne
constituent qu’une fraction minime et sont parfois peu fréquent ou méme assez rares
(Boucheffa, 2011).

IIs se retrouvent dans des sols désertiques chauds et secs (Stackebrandt et Schumann,
2000), les sols hautement contaminés avec les métaux lourds, les sols polaires gelés, les lacs
extrémement alcalins et les lacs salés (kitouni,2007), les milieux aquatiques tels que 1’eau de
mer (Subramani et Aalbersberg, 2013), les sédiments océaniques (Solano et al., 2009 ;

Jensen et al., 2005), et au niveau de certains végétaux et animaux (Fiedler et al., 2005).



1.1.2. Taxonomie et critéres de classification

La classification des actinomycetes repose sur plusieurs criteres, notamment des criteres
morphologiques et chimiques qui identifient le genre, Physiologiques et moléculaires qui
séparent les espéces (Badji, 2006).

Les critéres morphologiques reposent sur la présence ou non du pseudomycélium aérien
et sa couleur, la production et couleur des pigments solubles (Badji, 2006).Les criteres
chimio-taxonomiques comprennent I'étude de la composition chimique des parois
cellulaires.Les Criteres physiologiques et biochimiques sont basés sur la dégradation de divers
composes glucidiques, lipidiques et protéiques ,la résistance a certains agents antimicrobiens
et latolérance a différentes valeurs de température, de pH et de salinité (Lamari, 2006).Enfin
les criteres moléculaires sont les suivants : Séquencage de I’ADN ribosomique 16S
(Stanckebrandt et al., 1997) , determination du coefficient de Chargaff ou GC%
(Stanckebrandt et al., 1981) et du taux d’hybridation ADN/ADN (Wayne et al., 1987).

Les actinomycétes sont classés dans le domaine Bacteria et le phylum Actinobacteria selon
le Bergey’s manual, 2012. Le phylum Actinobacteria est subdivisé en 06 classes, 23 ordres, 53
familles et 222 genres (Ruan, 2013).(ANNEXE | Tableau 5).

1.2. Les moisissures

Les moisissures peuvent étre définies comme des microorganismes eucaryotes
hétérotrophes filamenteux et immobiles (Nicklin et al., 2000).1ls possedent un appareil
végétatif constitué par un thalle filamenteux, le mycélium, dont les filaments s’appellent des
hyphes. La reproduction est soit sexués ou asexuée, la premiére est assurée par des gametes ou
des spores formées suite a une méiose ( Tortora et al., 2007),et la deuxieme se fait grace a des
spores asexuées produites dans des sporanges, ou a partir de cellules d’hyphes appelées :
cellules conidiogénes (Raven et al., 2000).

Certaines moisissures vivent en symbioses (Moulnier, 2003), d’autres espéces sont
saprophytes jouent un réle important dans les cycles biologiques par la minéralisation de la
matiére organique (Marouf et Reynaud, 2007). Le Parasitisme est également observé chez
certains fungis (certains d'entre eux sont utilisés dans le contréle biologique contre les insectes
nuisibles).

Les facteurs physicochimiques tels que la tempeérature, I'numidité et le pH ont une grande

influence non seulement sur la croissance et la sporulation du mycélium, mais aussi sur la



germination des spores (Bourgeois, 1989). La présence d'ions minéraux et métalliques dans
le milieu est également essentielle (Uchicoba et al., 2001).

1.2.1. Habitat

Les moisissures se propagent sous toutes les altitudes terrestres et colonisent une variété
trés large d’écosystémes. Ils se développent lorsque les conditions environnementales sont
favorables (humidité, température et substrats organiques disponibles), Cependant, certaines
espéces croient dans les habitats froids, périodiquement arides ou autres habitats inhospitaliers
(Isaac et al. 1993). La biodiversité des mycétes tend a augmenter dans les régions tropicales,
certaines sont spécifiques a des endroits etroitement limités (Swann et al.,1999).

1.2.2. Taxonomie et criteres de classification

La classification des moisissures basée sur les critéres phénotypiques (morphologiques et
biochimiques) n’est plus adoptée, En effet, le développement de I'essor des techniques
moléculaires, notamment la PCR a permis l'identification des moisissures (Taylor, 2000). Ces
techniques permettant d’étudier le polymorphisme génétique et de les classer a différents
niveaux taxonomiques par 1’étude de 1’ensemble du génome, d’un ou plusieurs génes ou d’un
fragment d’ADN bien défini (Bougnoux et Espinasse, 2003).

Les moisissures font partie du regne des mycétes (fungi), dans lequel se trouvent des
champignons inférieurs et des champignons supérieurs. Les Champignons inférieurs sont
caractérisés par un mycélium non cloisonné qui peuvent produire des sporophores qui
demeurent microscopiques (Courtecuisse et Duhem, 2000) ; Tandis que les champignons
supérieurs possedent un mycélium cloisonné. Au moment de la reproduction, le mycélium de
ces derniers s'organise en sporophores, on parle de Macromycetes. Ce sont les Ascomycota et
les Basidiomycota.

La classification des moisissures est présentée dans I’annexe | Tableau 6

2. Production d’enzymes décolorantes par les actinobactéries et moisissures

2.1. Actinobactéries

Les actinobacteries sont les microorganismes les plus adaptés au traitement biologique des
colorants textiles, grace a leurs stabilités dans différentes conditions et a leurs tolérances a
divers colorants contenant des métaux toxiques (Bhoodevi et al ., 2015; Abraham et al., 2016).
Dans cette optique, El-Sersy et al. (2011) ont étudié le potentiel de plusieurs souches
d’actinobactéries (Streptomyces globosus, Streptomyces alanosinicus, Streptomyces ruber,

Streptomyces gancidicus et Nocardiopsis aegyptia ) pour la dégradation du colorant.



Selon une étude réalisée par Sahasrabudhe et Pathade (2013), il a été démontré que la
souche Georgenia sp. CCNMPTT3 pourrait dégrader un mélange de différents colorants dans
des conditions anoxiques statiques ; Cela suggere son potentiel a étre utilisée comme inoculum
dans des bioréacteurs pour le traitement des eaux usées textiles contenant une variété de
colorants synthétiques. Sous agitation, la souche Streptomyces krainskii SUK -5 a
complétement dégradé le colorant textile Reactive blue-59 pendant 24 h (Mane et al.,2008 ).
La biodégradation des colorants triphénylméthanes par deux actinobactéries, tels que Nocardia

corallina et Nocardiagloberula, a été signalée par Yatome et al.,( 1991).
2.1.1. Processus de dégradation des colorants

Il existe deux types de mécanismes d’action des actinomycétes sur les substances
colorantes (Annexe V Figure 10).
2.1.1.1. Le processus de biosorption/accumulation intracellulaire

La biosorption est un processus physico-chimique qui consiste a 1’élimination de substances
d'une solution par du matériel biologique. C’est une propriété présente chez des organismes
vivants et morts (et de leurs composants). elle est considéré comme une biotechnologie
prometteuse pour I'élimination des polluants, en raison de son efficacité, de sa simplicité, de
son fonctionnement analogue a la technologie conventionnelle d'échange d'ions et a la
disponibilité de la biomasse ( Gadd, 2009).

Il existe différents mécanismes, on peut citer : I'échange d'ions, la complexation, la
coordination et la microprécipitation qui sont responsables de I'élimination des couleurs (Bhole
et al., 2004).

L'interaction entre les ligands de la paroi cellulaire et les adsorbats se fait selon deux
différents modes, un mode passif qui implique une liaison ionique au niveau de la surface de la
membrane cellulaire et des molécules extracellulaire (Rome et Gadd, 1987) et un mode actif
qui consiste a 1’élimination du polluant par accumulation intracellulaire (Volesky, 1990).

L'adsorption passive est susceptible d'étre le mécanisme dominant, car la rareté des
nutriments est I'état fondamental de nombreux environnements naturels dans les sols, et
I'absorption active nécessite de I'énergie. De plus, les microorganismes manguent probablement
de systemes d'absorption hautement spécifiques pour la plupart des polluants ( Gadd, 2009).

Dans cette optique, Zhou et Zimmerman ont utilisé les actinobactéries (Streptomyces ruber ,
Nocardiopsis aegyptia , Streptomyces hygroscopiques , Streptomyces albus J1074) comme
adsorbant pour la décoloration des effluents contenants des colorants de type anthraquinones,



phalocyanines et azoiques.(Paszczynski et al., 1991 ; Zhou et Zimmerman, 1993 ; Crawford,
1998).
2.1.1.2. Le processus d’oxydation /réduction ou d’alkylation

La nature polyvalente du systéme enzymatique des actinomyceétes leurs confere la capacité
de dégradation d’un large éventail de colorants chimiques (Sahasrabudhe et Pathade, 2013 ).
Ces mécanismes enzymatiques impliquent essentiellement des réactions d’oxydation et de
réduction (Sahasrabudhe et Pathade, 2013). L’avantage de ces transformations réside dans la
modification de la toxicité du polluant d’origine.

Habituellement, les enzymes impliquées comprennent, la laccase et les peroxydases
extracellulaires ; soit une seule enzyme impliquée dans le processus ou un groupe d'enzymes
qui agit en synergie (Radwan et al., 1998; Barabas et al., 2001; Jayanthi et al., 2016).
2.1.2. Les enzymes impliquées dans la biodégradation des colorants

Les enzymes sécrétés par les actinobactéries, sont, a 1’origine de la décomposition des
substances organiques , notamment les colorants textiles .On distingue des enzymes
extracellulaires qui provoquent la destruction des structures moléculaires trop complexes pour
pénétrer au sein de la cellule et des enzymes intracellulaires qui assurent I'assimilation et sont
par conséquent, a l'origine de la prolifération des cellules (Pierre, 2000).

Les colorants azoiques sont généralement décomposés par les actinobactéries dans un
processus en deux étapes (Dawkar et al ., 2010 ; Liu et al., 2011 ).La premiére étape consiste
a la rupture de la liaison azo (-N=N) des colorants azoiques a l'aide de 1’enzyme azoréductase
(processus de décoloration),entrainant la formation d'amines aromatiques incolores, qui sont
minéralisées en seconde étape par un processus d'oxydation. Les enzymes impliquées dans le
processus de dégradation oxydative comprennent habituellement des laccases et des
peroxydases extracellulaires, soit une seule enzyme impliquée dans le processus ou un groupe
d'enzymes qui agit en synergie (Radwan et al., 1998;Barabas et al., 2001;Jayanthi et al.,
2016).

Selon les travaux réalisés par Lu et al.(2013) ;Priyaragini et al.(2013) le processus
d'oxydation est le mécanisme le plus dominant pour la dégradation des colorants azoiques chez

les actinobacteries.
2.1.2.1. Les laccases

Les laccases (p-diphénol : oxygen oxydoréductase, EC 1.10.3.2) sont des phénol-oxydases

glycosylées a cuivre (Arfi et al., 2012) qui catalysent la reaction suivante :



4 benzénediol + O2 < 4 benzosemiquinone + 2 H20

Ces enzymes qui font partie de la famille des enzymes multi-cuivre oxydase catalysent la
réduction a quatre électrons de I'oxygéne en eau par lI'absorption séquentielle d'un électron a
partir d'un substrat réducteur approprié (Solomon et al., 1996; Stoj et Kosman ,2005). Leur
diversité fait que les laccases sont des sources enzymatiques importantes et potentiellement
intéressantes (Levavasseur, 2007),

Selon des études réalisés par Schliephake et al., 2000 ; Baldrian ,2004 et ,Levasseur,2007,
les effluents industriels contenant des composes toxiques (hydrocarbures aromatiques, phénols,
chlorophénols, etc) peuvent étre décontaminés par 1’action des laccases avec des systemes
médiateurs .Gottlieb et al., (2003 ) Ont démontré également I'utilité d'une enzyme laccase,
produite par streptomyces cyaneus CECT3335 pour la décoloration des colorants azoiques.
Les laccases sont également utilisées dans I’industrie textile pour le blanchiment des jeans et la
dépollution de certains pesticides et dérivés chlorés.

Quelques souches productrices de laccases ayant une action décolorante sur les colorants
synthétiques sont présentées dans I’annexe I Tableau 7.
2.1.2.2.Les azoréductases

Les azoréductases sont un nom générique donné aux enzymes impliquées dans la réduction
des liaisons azoiques (—N=N-) . Se sont des oxydoréductases qui sont classées en deux groupes
: les azoréductases contenant de la flavine et sans flavine. Et chaque groupe est en outre divisé
en sous-groupes sur la base de sa préférence pour le NADH et/ou le NADPH utilisé comme
donneur d'électrons pour produire des amines aromatiques incolores dans des conditions
anaérobies ou aérobies (Jingxian et al., 2016).

Nom commun accepté: FMN-dependent NADH-azoreductase

e Nom systematique : 2-(4-dimethylaminophenyl) diazenylbenzoate

IIs sont supposés participer aux systemes de détoxification enzymatique de I’organisme, et
sont largement étudiées dans le but du traitement biologique des eaux polluées par certains
colorants (notamment les colorants de I'industrie du textile) (Mueller et Miller, 1949).
L'activité de I'azoréductase a été identifiée dans plusieurs organismes, y compris les algues, les
levures , les bactéries et spécifiguement les actinobacteries (Saratale et al. 2011 ; Solis et al.,
2012 ; Chengalroyen et Dabbs ,2013 ).Les espéces d’actinobacteries suivantes
ArthrobacteraurescensTC1, S. albus J1074, RhodococcuserythropolisPR4 Amycolatopsis
orientalis, Streptomycesscabiei 87.22 et Streptomyceshygroscopicus ont été identifiées pour la

production d’une enzyme azoréductase de haute activité. Dans le cas de Dietzia sp. (DTS26),
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une décoloration de 94,5% (100 mg L— 1) a été observée dans des conditions statiques dans les
30 heures & pH 8,0 et température 32 ° C + 2 ° C (Babu et al ., 2015).Une autre réductase
prometteuse, isolée de Georgenia sp.CC-NMPT-T3, montre également une activité de
dégradation élevée.

Mécanisme proposé pour la réduction des colorants azoiques par les cellules bactériennes
par ’enzyme azoréductase est présentées dans I’Annexe V Figure 11.
2.1.2.3. Les peroxydases

Ce sont des enzymes qui catalysent l'oxydation dépendante de H>O> d'une variété de
substrats, le plus souvent de petits substrats organiques, jouant de multiples rdles
physiologiques dans un large éventail d'organismes vivants (Kaushik et Malik ,2015). lls sont
subdivisées en peroxydases de lignine (LiP, EC 1.11.1.14), peroxydases a manganese (MnP,
EC 1.11.1.13),peroxydases versatiles (PV, EC 1.11.1.16) et les peroxydases decolorantes de
pigments (DyPs, EC 1.11.1.X) (Colpaetal., 2014 ; Gassara et al., 2011).

Ces enzymes conviennent aux applications environnementales, notamment le traitement
des effluents toxiques, contenant des colorants synthétiques, générés dans divers procédés
industriels (Wesenberg et al., 2003 ; Kandelbauer et Guebitz, 2005 ; Husain, 2006 ; Couto,
2009b ; Chacko et Subramaniam ,2011 ; Khan et al., 2013).

Il a été démontré qu'une nouvelle famille de peroxydases microbiennes, appelées
peroxydases décolorantes des colorants (DyP), dégrade avec succes non seulement les colorants
a base d'anthraquinone a potentiel redox élevé, mais également les colorants azoiques, le -
caroténe (Scheibner et al. 2008), les sulfures aromatiques (Van Bloois et al., 2010), des unités
de composés de lignine phénoliques ou non phénoliques (Liers et al., 2010 ; van Bloois et al.,
2010 ; Brown et al., 2012) et du manganese (Roberts et al.,2011 ; Brown et al., 2012).

2.2. Moisissures

De nombreuses études ont démontrés la capacité de plusieurs moisissures d'oxyder les
différents types de colorants synthétiques (Glenn et Gold, 1983 ; Rodriguez et al., 1999).Ces
organismes sont considérés comme les especes les plus appropriés a des fins d'assainissement
car ils ont un grand contact avec I'environnement , de plus, la nature extracellulaire des leurs
enzymes leur permettent de croitre dans des concentrations élevées de substances toxiques
(Singh,2015) .

De nombreuses recherches se sont concentrées sur la mycoremédiation, notamment, Singh

et Siingh, 2010 ; Singh et Siingh, 2012. Ces chercheurs ont démontrés la capacité de Aspergillus



flavus et Trichoderma harzianum a dégrader les colorants suivants : le rouge Congo, le bleu de
bromophénol, le rouge acide et le vert direct. Wilkolazka et al.(2002) ont étudié le potentiel de
115 souches fongiques pour la dégradation des colorants azoiques et anthraquinoniques
structurellement différents.lls ont démontrés que les espéces suivantes : Abortiporus biennis,
Bjerkandera fumosa, Cerrena unicolor, Clitocybula dusenii, Dichomitus albiodofuscus,
Diplomitiporus crustulinus, Flammulina, Gonoderma lucidum, Gonoderma applanatum,

Heterobasidion annosum, sont positives pour la décoloration les colorants testés.
2.2.1. Mécanismes d'élimination des colorants par les moisissures

Trois mécanismes principaux sont impliqués On distingue : la biosorption, la
bioaccumulation et la biodégradation (Kaushik et Malik ,2009).
2.2.1.1. La biosorption

C’est estun processus passif, qui implique la liaison des molécules a la biomasse fongique
grace a divers groupements fonctionnels présents sur la paroi cellulaire des champignons ; a
savoir les groupes amino, carboxyle, thiol et phosphate (Tan et al., 2011 ; Fan et al., 2012).
C’est un processus rapide et qui peut se produire dans la biomasse vivante ou morte (Srinivasan
et Viraraghavan, 2010).La biomasse fongique usée restante, qui est un sous-produit des
fermentations industrielles, est une trés bonne source a utiliser pour la biosorption des colorants
(Fomina et Gadd 2014).
2.2.1.2. Bioaccumulation de colorant

C’est une étape qui s’effectue aprés la biosorption des solutés sur la paroi fongique.
Processus dépendant de I'énergie et du métabolisme qui consiste en I'accumulation dans le
cytoplasme des substances chimiques (Wang et Hu , 2008).

Plusieurs travaux ont rapportés le mécanisme d’élimination des colorants par
bioaccumulation soit par des champignons unicellulaires (Dias et al., 2010; Das et al., 2011)
soit par des champignons mycéliens, comme Aspergillus niger (Taskin et Erdal ,2010) et
Penicillium oxalicum (Xin et al., 2010).
2.2.1.3. Biodégradation des colorants

La biodégradation passe par trois étapes : d’abord un changement mineur dans la molécule
a lieu sans changer sa structure principale, ensuite la fragmentation en structure moins
complexe, et enfin la minéralisation compléte (Singh, 2017). Le mécanisme de dégradation du

colorant acid orange 10 par Geotrichum candidum est présenté dans I’Annexe V figure 12.
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Il a été démontré que la dégradation de la plupart des organo-polluants par les champignons
est étroitement liée au métabolisme ligninolytique .En effet les enzymes dont la fonction
normale est la dégradation de la lignine, catalysent également I'oxydation des xénobiotiques
(Freitage et Morrell ,1992) .Ces métabolites comprennent une famille de peroxydases de
lignine ( la manganése peroxydase (MnP), la manganese peroxydase indépendante (MIP), la
lignine peroxydase (LiP)) , et des laccases (Hammel et al., 1992 ; Call et Mucke,1997)

Bavendamm,1928 a demontre que la sécrétion des phénoloxydases est directement corrélée
aux capacités des champignons a décomposer la lignine. Freitage et Morrell ,1992 ont examiné
170 souches de champignons des pourritures blanche, brune et molle et des champignons
xylophiles ou lignolityques) pour l'action de la phénoloxydase sur le colorant polymere Poly-
478, afin de relier la décoloration du colorant a I'activité ligninolytique et a la présence de la
phénoloxydase et les peroxydases.

Spadaro et Gold , 1992 ont rapporté que le champignon Phanerochaete chrysosporium est
capable de minéraliser une variété de colorants toxiques et d'autres composés a noyaux
aromatiques dangereux, en raison des activités ligniolytiques. Kim et Shoda (1999) ont purifié
une nouvelle peroxydase dégradant les colorants (Dyp) du champignon Geotrichum candidum
qui s'est avéré étre responsable de la décoloration de 21 types de colorants ; notamment les
colorants anthroquinoniques. Swamy et Ramsay (1999) ont rapporté la présence de laccase et
de peroxydase de manganese (MnP), lors de la décoloration du colorant azoique (Amarante),
par le champignon Trametes versicolor.

Il a été également démontré que les azoréductases sont particulierement efficaces dans la
dégradation des colorants azoiques par réduction du groupe chromophore des colorants
azoiques ( Rodriguez ,2009). Ces trois processus d’élimination des colorants par les
champignons peuvent agir simultanément ou séquentiellement et chaque mécanisme a ses
propres avantages et limites.

La comparaison entre les différents mécanismes d‘élimination des colorants par les

champignons est illustrée dans I’annexe I tableau 8.
2.3. Applications industrielles des enzymes produits par les actinomycetes et
les moisissures

Outre I’application des enzymes cités précédemment dans le traitement biologique des eaux

polluées , notamment la dégradation des colorants, ces métabolites ont une large gamme

d’applications en biotechnologie, dans 1’environnement et dans les processus industriels.

11


https://fr.wikipedia.org/wiki/Traitement_des_eaux_us%C3%A9es
https://fr.wikipedia.org/wiki/Traitement_des_eaux_us%C3%A9es

2.3.1.Les laccases

Les laccases sont beaucoup utilisées dans I'industrie textile, car en plus de décolorer les
effluents textiles, les laccases sont utilisées pour blanchir les textiles et méme pour synthétiser
les colorants (Setti et al., 1999). La premicre laccase industrielle a été lancé par I’entreprise de
biotechnologie spécialisé dans les enzymes Novozyme en 1996, il s’agit de la premiére enzyme
de blanchiment agissant a l'aide d'une molécule médiatrice qu’ils ont nommés : DeniLite
(Couto et Herrera,2006).

Ces enzymes sont également utilisées dans les Industries alimentaires : la bioremédiation,
la transformation des boissons, la gélification de la pectine de betterave a sucre et la
détermination de I'acide ascorbique qui est une méthode basée sur I'inhibition exercée par lI'acide
I-ascorbique sur I'oxydation catalysée par la laccase de la 2,3-diaminophénazine (Minussi et
al., 2002) ;

En effet, lorsqu’une laccase est ajoutée aux pates utilisées pour la fabrication de produits
de boulangerie, elle peut exercer un effet oxydant sur ses constituants et ainsi servir a améliorer
la résistance des structures de gluten dans la pate et/ou les produits de boulangerie. En
particulier, elle entraine un volume accru, une structure de mie améliorée, une douceur du
produit cuit et une stabilité de la péte.

Dans les industries cosmétiques : préparations cosmétiques et dermatologiques contenant
des protéines pour I'éclaircissement de la peau (Golz-Berner et al., 2004), teintures capillaires
a base de laccase (moins irritantes et plus faciles a manipuler que les teintures capillaires
actuelles car les laccases remplacent I'H.O, comme agent oxydant dans la formulation de la
teinture (Roure et al., 1992 ; Aaslyng et al., 1996 ; Lang et Cotteret, 1999)).
2.3.2.Les peroxydases

La propriété que possede les peroxydases a oxyder plusieurs substrats en utilisant le Hz0;
par des réactions d’oxydoréductases, leur confere un vaste champ d’applications dans différents
domaines. Dans les industries agroalimentaires elles sont utilisées pour la décoloration de
plusieurs produits alimentaires (jus et thé) et permettent également la détermination de la dose
limite des additifs alimentaires (Thompson, 1987).

Dans [D’industrie de papier, elles sont utilisées dans le blanchiment des papiers
(Antonopoulouse et al.,2001). Dans le domaine médical , elles jouent le rdle de marqueurs tels
que les marqueurs de croissance, stress biotique et abiotique, marqueur de sonde (Grigorenk
et al.,, 2001).Et enfin , la détoxifications des eaux usées par 1’¢limination du phénol et

décontamination du sol (Berry et Boyd,1985).
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3-Synthese des nanoparticules par les microorganismes : actinobacteries et

moisissures

Les nanoparticules (NP) également appelées particules ultrafines (PUF) ont une
dimension dans au moins une direction spatiale inférieure a 100 nm (Lanone et al., 2010) .Ces
particules existent dans la nature, mais sont également fabriquées et utilisées dans de nombreux
domaines (Sedira , 2014). On trouve les nanoparticules d'origine naturelle : essentiellement
produites par des phénomeénes naturels tels que la nucléation et la condensation des gaz ou
vapeurs dans l'atmosphére (incendies, éruptions, volcans) ; les nanoparticules d'origine
anthropique non intentionnelle : produites par des procédés a bases de températures élevées,
comme le soudage ou la combustion du moteur (pollution, émissions Diesel, diverses
combustions, etc.) ; et enfin les nanoparticules d'origine anthropique : fabriquées par I'industrie
ou des laboratoires de recherche (Andujar, 2009).

Ils sont proposés pour posseder des effets antifongiques, anti-inflammatoires, anti-
angiogéniques et anticancéreux ainsi qu'une activité anti-permeabilité contre les gaz essentiels
a la croissance microbienne tels que I'oxygene (Kalishwaralal et al., 2009 ; Sheikpranbabu
et al., 2009).

Elles contribuent dans la dégradation de plusieurs polluants environnementaux, notamment
les colorants textiles (Chun et al., 2006). L'une des technologies utilisées a cette fin est la
décoloration photocatalytique (Zhao et Zhang, 2008). La photocatalyse est un processus
d’oxydation de la matiére organique par des radicaux libres générés par 1’action de la lumiere
sur un matériau semi-conducteur, celui-ci génere des électrons qui produisent ces radicaux dans
le systeme d'oxydation du substrat Annexe | Figure 4. La décoloration photocatalytique de
nombreux colorants a été largement explorée dans de nombreuses études utilisant différentes
nanoparticules (Loannis et Triantafyllos, 2004). Selon Sushil et al., 2009, la photocatalyse est
considérée comme une alternative rentable pour la purification de différents types d'effluents
contenant des colorants .

En raison du taux élevé de produits chimiques toxiques et de I'environnement extréme
utilises dans la production physique et chimique des nanoparticules, des méthodes vertes
utilisant des plantes, des champignons, des bactéries et des algues ont été adoptées (Agarwal
etal., 2017).

Plusieurs travaux ont démontrés I’aptitude des actinomycetes a produire ces nanoparticules
(Fenical et al., 1999 ; Gesheva et al., 2005 ; Karthik et al.,2012).Ceci se fait par deux voies :

la synthése intracellulaire et la synthese extracellulaire .La synthése intracellulaire se produit
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a la surface du myceélium par la compléxation des ions Ag+ aux groupes carboxylates
chargés négativement des enzymes de la paroi cellulaire, Ces ions sont ensuite réduits pour
former de I'Argent , qui par accumulation conduit a la formation de nanoparticules d'Argent
(Sunitha et al., 2013).La synthése extracellulaire peut étre attribuée a des enzymes
impliquées dans le cycle de I'azote qui sont responsables de la réduction enzymatique des
métaux par navette électronique (Karthik et al., 2014).

Quelques types de nanoparticules synthétisées par diverses souches d’actinomycétes sont
présentés dans I’annexe I Tableau 9.

Les moisissures, pour leur part, présentent de nombreux avantages par rapport aux autres
micro-organismes pour la biosynthése des nanoparticules , qui sont les suivants : forte sécrétion
de protéines, d'enzymes et de métabolites, des taux de croissance élevés, une manipulation
facile dans la production a grande échelle et des exigences a faible colt pour les procédures de
production (Kashyap et al., 2013 ; Musarrat et al., 2010) , de plus ils possedent une capacité
de bioaccumulation et une forte tolérance aux métaux (Muhammad et al., 2016).

En effet, les nanoparticules synthétisées a l'aide des fungi présentent une grande stabilité
comparativement aux autres micro-organismes (Sanghi et Verma , 2009a). C’est pourquoi,
différentes espéces fongiques ont été utilisées dans la synthese de nanoparticules d'Argent, dont
certaines incluent Verticillium sp. (Mukherjee et al.,2001), Trichoderma asperellum
(Mukherjee et al., 2008) et certaines especes d'Aspergillus (Saravanan et Nanda, 2010;
Vigneshwaran et al., 2007), Penicillium (Nayak et al., 2011) et Fusarium oxysporum (Ahmad
et al., 2003 ; Mohammadian et al., 2007 ; Khosravi et Shojaosadati ,2009 ).

Quelques types de nanoparticules synthétisées par diverses souches de moisissures sont

présentées dans I’annexe | Tableau 10.
4-Géneralites sur les colorants

4.1.Historique des colorants

Jusqu'a la moité du 19 °™ siecle, les colorants appliqués etaient d'origine naturelle :
peintures rupestres d’Altamira et de Lascaux, céramiques mésopotamiennes, vétements des
tombes égyptiennes, décors corporels des populations primitives, etc ( Ben Mansour et al
.,2011) . En 1856 ,le chimiste anglais W.H.Perkin a obtenu le premier colorant synthétique lors
d'une tentative de synthése de la quinine artificielle pour soigner la malaria,qu'il appela
«mauve» . Perkin a ensuite installé une chaine de production qui etait bientot suivie par d’autres.

De nouveaux colorants synthetiqgues commencent a paraitre sur le marché .Finalement, les

14



colorants synthetiques ont presque complétement supplantés les colorants naturels dés le début
du 20°™ siécle (Welham, 2000).
4.2. Deéfinition

Ce sont des composés aromatiques absorbant les rayonnements lumineux dans le spectre
visible (de 380 a 750 nm).Les colorants consistent en un assemblage de groupes chromophores
(groupes aromatiques conjugués (liaison []), comportant des liaisons non liantes (électron n)
ou des complexes de métaux de transition), autochromes et de structures aromatiques
conjuguées (cycles benzéniques, anthracene, peryléne, etc.).

A l'échelle moléculaire, I'absorption d'énergie lumineuse se traduit par des transitions
électroniques. L'électron excité passe a un niveau d'énergie supérieur a celui de [I'état
fondamental, et la transition électronique est suivie de I'émission de lumiére transmise, celle-ci
apparaissant colorée. (Capon et al., 1999).

Un colorant textile doit posséder, outre sa couleur, la propriété de teindre. Ceci résulte
d’une affinité particuliere entre le colorant et la fibre suite a des interactions physiques ou
chimiques (Singh,2015).1Is doivent répondre a un certain nombre de criteres afin de prolonger
la durée de vie du textile sur lequel ils sont appliqués : résistance a I’abrasion, stabilité
photolytique des couleurs, résistance a I’oxydation chimique (notamment les détergents) et aux

attaques microbiennes (Ben Mansour et al.,2011).

4.3. Classification des colorants

4.3.1. Classification tinctoriale_

Elle est utile pour les coloristes dont le r6le est de teindre un textile particulier avec la plus
grande efficacité. Au sein de chaque classe, les molécules de colorants démontrent une affinité
accrue pour un type de fibres spécifique. On distingue :

e Les colorants acides ou anioniques : caractérises par des groupes sulfonate ou
carboxylate. lls permettent de teindre les fibres animales (laine et soie) et quelques fibres
acryliques modifiées (nylon, polyamide) en bain Iégerement acide. L'affinité colorant —
fibre résulte d’une liaison ionique entre le groupement acide sulfonique du colorant et
les groupes amino des fibres textiles. (Tragneg et suiclan,1989).

e Les colorants basiques ou cationiques : ce sont des sels solubles dans 1’eau caractérises
par la présence des ions positifs. lls ont une affinité directe pour la laine et la soie et
peuvent étre utilisés sur le coton. Ces colorants ont bénéficié d’un regain d’intérét avec

I’apparition des fibres acryliques (Tragneg et suiclan,1989).
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e Les colorants réactifs : Font partie des colorants azoiques, anthraquinoniques et

phtalocyanines. Caractérisés par une fonction chimique réactive, de type triazinique ou
vinylsulfone, assurant la formation d’une forte liaison covalente avec les fibres. Ils sont
fréqguemment utilisés dans la teinture du coton de la laine et des polyamides (Lemonnier
et Viguier ,1978).

e Les colorants développés ou azoiques insolubles (colorants au naphtol) : Ils sont utilisés

sur les fibres cellulosiques. Le support textile est d’abord imprégné dans une solution
de naphtol ou copulant puis traités avec une solution de sel de diazonium qui, par réaction
de copulation, entraine le développement immédiat du colorant (Tragneg et suiclan,
1989).

e Les colorants disperses ou plastosolubles : Ils sont utilisés dans la teinture de la plupart

des fibres manufacturées, surtout le polyester. Ils sont tres peu solubles dans I'eau et sont
appliqués sous forme d'une fine poudre dispersée dans le bain de teinture (Tragneg et
suiclan,1989).

e Les colorants au soufre : Appliqués sous forme d’un dérivé soluble aprés réduction par

le sulfure de sodium. lIs sont ensuite réoxydés a leur état insoluble dans la fibre. ils sont
appliqués sur le coton (Ben Mansour et al.,2011).

e Les colorants de cuve : insolubles dans I’eau, appliqués sur le coton, le lin, la rayonne et

autres fibres cellulosiques aprés transformation par réduction alcaline en leucodérivés.
Le colorant le plus connu est I’indigo employés pour la teinture des articles jean ou denim
(Nozet ,1976).

e Les colorants directs : possede une affinité pour les fibres cellulosiques et sont capables

de former des charges positives ou négatives électrostatiquement attirées par les charges
des fibres (Lemonnier et Viguier ,1978).

e Les colorants a mordants : contiennent un ligand fonctionnel capable de réagir fortement

avec un sel d'aluminium, de chrome, de cobalt, de cuivre, de nickel ou de fer pour donner

différents complexes colorés avec le textile (Ben Mansour et al.,2011).

4.3.2. Classification chimique

Reposant sur la nature du groupe chromophore, on distingue :

Leurs structures reposent généralement sur le squelette de
I’azobenzene. Ils représentent 60 a 70% des colorants
synthétiques (Robert et al., 2000).

Les colorants azoiques : composés aromatiques ou pseudo-
aromatiques lies par un groupe chromophore azo (-N = N-). O/N\\l
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e Les colorants anthraquinoniques : le groupe le plus abondant o
apreés les colorants azoiques. Dérivé de [’anthracéne |,

possédant un noyau anthraquinone sur le quel peuvent
s'attacher des groupes hydroxyles ou amino. lls sont utilisés
pour la coloration des fibres polyester, acétate et tri-acétate de

cellulose (Weber et al.,1998). O

e Les colorants indigoides : homologues sélénié, soufré et 0

H
oxygéné du Bleu Indigo. Ils sont utilisés comme colorants N
textiles, additifs en produits pharmaceutiques ainsi que dans

les diagnostiques médicales (Amarlic et al.,1996).

e Les colorants xanthénes : Ce sont des dérivés de la

o]
fluorescéine halogénée .Composés de deux molécules
de phénol liées a un cycle pyrane. Ils sont dotés d’une intense
fluorescence d’ou leurs utilisation comme marqueurs lors
d’accidents maritimes ou de traceurs d’écoulement pour des 0

riviéres souterraines (Ben Mansour et al.,2011).

e Les phtalocyanines : composés aromatiques macrocycliques N
de formule chimique (CgHasN2)sH2 , constitués de quatre N i <
unités isoindoles liées par des atomes d’azote . Ils sont obtenus ™ N

NH N=—
par réaction du dicyanobenzéne en présence d’un halogénure L= N%
métallique (Cu, Ni, Co ,Pt |Ets.) (Weber et al.,1998).

e Les colorants nitrés et nitrosés : Il s'agit de phénols ou de

OH
naphtols nitrosés, caractérisés par la présence d’un groupe NO5
nitro (-NO2) en position ortho dun groupement
électrodonneur (hydroxyle ou groupes aminés). lls sont

relativement anciens mais toujours utilisés, du fait de leur prix
tres modéré et de la simplicité de leur structure moléculaire
(Weber et al., 1998).

e Les colorants triphénylméthanes : Hydrocarbures possédant
trois cycles phényle liés a un carbone central. C’est la plus
ancienne classe des colorants synthétiques, actuellement

moins importante que les colorants azoiques et
anthraquinoniques. Ils permettent de couvrir la totalité de la ‘ O
gamme de nuances et sont utilisés comme marqueurs
biologiques et agents antifongiques chez les poissons et la

volaille (Robert et al., 2000).
4.4. Toxicité des colorants
La toxicité des colorants est due a 1’ignorance des utilisateurs de leurs structures chimiques
et de leur mode d’emploi (Oubagha, 2011). Des études faites sur divers colorants commerciaux
ont démontré leurs effets toxiques et cancérigénes. Les effluents contenant donc ces derniers

doivent étre traités avant d’€tre rejetés en milieu naturel. Les groupements aromatiques,
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phtalogénes, cyanurés, sel de barium et de plomb présents dans leur structure attaquent les bases

pyrimidiques de I’ADN et de I’ARN et causent par conséquent, une altération du code génétique

avec mutation et risque de cancer (Zollinger, 1987).

La plupart des colorants azoiques ne sont pas initialement toxiques, a I’exception de ceux
a groupement amine libre (Brown et DeVito, 1993). Miller, (1998) a démontré que les aminés
primaires générés par la rupture des liaisons azoiques causent la méthémoglobinémie, ce qui
signifie I’empéchement du transport d’oxygéne dans le sang.

Plusieurs travaux ont démontrés les effets cancérigenes de cette classe de colorant pour
I’homme et I’animal (Brown et Devito,1993 ; Chen,2006 ; Combes et Haveland-Smith,1982
; DEPA,2000 ; IARC,1982 ; Medvedev et al.,1988 ; Percy et al.,1989 ; Tsuda et al., 2000)
(ANNEXE 1 tableau 7). D’aprés Rehn, (1895) I’augmentation du nombre de cancers de la
vessie observés chez des ouvriers de I'industrie textile est du a leur exposition prolongée aux
colorants azoiques.

Des réactions allergiques et dermatologiques ont été également observées (Specht et
Platzek, 1995). L’allergie respiratoire aux colorants réactifs a été rapportée pour la premicre
fois en 1978 par Alanko ; des ouvriers employés depuis deux ans dans la pesée et le mélange
des colorants, présentaient un asthme et rhinite d’origine professionnelle.

> Dangers potentiels sur ’environnement :

e Eutrophisation : sous l'action des microorganismes, les colorants libérent des ions
minéraux dans le milieu naturel (Kaushi et al., 2010). Ceux-ci deviennent toxiques pour la
vie piscicole et altérent la production d'eau potable. Leur consommation par les plantes
aquatiques accélére leur prolifération anarchique et entraine un appauvrissement en
oxygene dans le milieu par inhibition de la photosynthese (Ben Mansour et al. ,2011).

e La persistance : les colorants organiques synthétiques, en particulier azoiques, sont des
composeés tres résistants a la dégradation biologique naturelle (Pagga et Brown ,1986).

e Bio-accumulation : « Si un organisme ne dispose pas de mécanismes spécifiques, soit pour
empécher la résorption d’une substance telle qu’un colorant, soit pour 1’éliminer une fois
qu’elle est absorbée, alors cette substance s’accumule. Les espéces qui se trouvent a
I'extrémité superieure de la chaine alimentaire, y compris I'hnomme, se retrouvent exposées
a des teneurs en substances toxiques pouvant étre jusqu’a mille fois plus élevées que les

concentrations initiales dans I'eau » (Ben Mansour et al.,2011).
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4.5. Traitement des colorants

4.5.1. Apercu sur le traitement physique et chimique

Il existe plusieurs méthodes physiques et chimiques pour le traitement des colorants ,on
distingue : la filtration sur membrane , 1’adsorption sur charbon actif , Méthode de coagulation
— floculation et procédés d’oxydation avancée .Bien que ces méthodes soient trés rapides, mais
pas efficaces contre certains types de colorants, en d’autre part, elles chargent le milieu naturel
avec des polluants organiques parfois plus toxiques que les molécules d’origines (DOS Sant
os et al., 2007; Robinson et al.,2001) et se sont des méthodes tres colteuses qui nécessitent
des équipements bien sophistiqués (Hao et al.,2000; Robinson et al., 2001). Ce constat a
permis aux chercheurs et aux industriels de s’orienter vers la recherche d’autres méthodes qui
soient plus efficaces et moins codteuses : ce sont les procédés biologiques.
4.5.2. Traitement biologique des colorants

Beaucoup de recherches ont rapportés la biodégradation partielle ou compléte des colorants
par les microorganismes, on peut citer, les champignons (Fujian et al., 2001), les actinomyceétes
(Ball et al.,1989), les algues (Jingi et Houtian ,1992),les levures (Ramalho et al., 2002) ainsi
que les bactéries (Chen et al., 2003; Ren et al., 2006).

L’oxydation des colorants synthétiques (notamment azoiques) par les champignons de
putréfaction blanche (White-rot fungi) a été rapportée pour la premiére fois par Glenn et Gold
en 1983. Selon une étude réalisée par Eichlerova et al. (2005), Phanerochaete chrysosporium
est le champignon le plus étudié pour la dégradation des dioxines, les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP) et autres composés organiques chlorés (Fujian et al., 2001).
Les souches Dichomitus squalents, Ischnoderma resinosum et Pleurotus calyptratus ont été
également identifiées trés actives vis-a-vis de I’orange G et du bleu de rémazole brillant
(RBBR) (Eichlerova et al.,2005).

Harazono et Nakamura (2005) ont montré que la souche Phanerochaete sordida est capable
de décolorer un mélange de quatre colorants réactifs : bleu 5, orange 14, rouge 120 et vert 5
avec un pourcentage de décoloration de 90 % aprées 48 h d’incubation.De nombreuses études
ont été également effectuées sur 1’action décolorante des actinomycétes. Zhou et Zimmermann
(1993) ont démontré que 83 souches parmi 159 testées, ont I’aptitude de minéraliser les
colorants synthétiques, Ce travail a été réalisé, dans des conditions aérobies sur des effluents
textiles similaires contenant séparément des colorants réactifs de structures différentes (le rouge

réactif 147 et le bleu réactif 116). Selon Ball et al. (1989), les souches (Streptomyces badius
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252, Streptomyces sp. souche EC22 et Thermomonospora fusca MT800) se sont avérées
positives pour la dégradation du poly R.

Dans la littérature, les recherches menées sur 1’action décolorante des algues et les levures
sont tres limitées. Jingi et Houtian (1992) ont montrés que les espéces d’algues Chlorella,
Oscillatoria et Spirogyra produisent une azoréductase responsable de la rupture des liaisons
azote-azote des colorants azoiques aboutissant a la production des amines aromatiques
correspondantes qui sont par la suite complétement oxydées. Ramalh et al. (2002),(2004)
,(2005) ont testé respectivement ,les souches de levure Candida zeylanoides , Issatchenkia
occidentalis, Saccharomyces cerevisiae pour leurs activité décolorante vis-vis les colorants
azoiques. Ces auteurs ont démontrés que la cinétique de décoloration des levures est lente et
peut prendre Plusieurs dizaines de jours car elles nécessitent de s’adapter, avant d’entamer la
décoloration proprement dite.

Enfin , les bacteries du genre Bacillus ont été largement étudiées , a savoir : Bacillus cereus
(Wuhrmann et al., 1980), Bacillus subtilis (Yatome et al., 1991), Bacillus sp. OY 1-2 (Suzuki
et al., 2001), Bacillus sp.souche SF (Maier et al., 2004). Horitsu et al. (1977) ont isolé de la
boue activée, Bacillus subtilis, la premiére bactérie non intestinale capable de dégrader les
colorants azoiques .Les études ont aussi concerné d’autres bactéries : Idaka et Ogawa (1978)
ont montré que la souche Aeromonas hydrophila var 24B était capable de dégrader les colorants
azoiques. D’autres souches d’ Aeromonas hydrophila ont été par la suite testées sur une gamme
plus étendue de colorants (Chen et al., 2003; Ren et al., 2006).
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Chapitre 2 : materiel et méthodes

Dans ce chapitre nous allons citer les différentes méthodes suivies pour la mise en évidence
de la capacité de quelques souches d’actinobactéries et moisissures a dégrader les deux
colorants réactifs : le rouge de Congo et le jaune réactif .Nous allons présenter également les
tests effectués sur deux souches de moisissures afin d’évaluer leurs capacité de synthétiser des
nanoparticules.

Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de recherche de microbiologie appliquée de
I’université Abderrahmane MIRA de Bejaia durant la période du 8 mars au 15 juin 2023.

1 .Matériel
1.1. Matériel utilisé et milieux de culture

Le matériel utilisé ainsi que les milieux de cultures choisi sont rapportés dans PANNEXE 1.
1.2. Matériel biologique

Les différentes souches d’actinobactéries et moisissures utilisées durant notre travail ont
été isolées et purifiées par M®"® Sarah BALIT, doctorante en biotechnologie microbienne .Ces
souches ont été isolées a partir du sol et d’effluents textiles sur les milieux suivants : GYEA,
SCA, ISP, ,HV .La purification a été effectué sur les méme milieux pour les actinobactéries et
sur milieu Czapek dox pour les moisissures.

e 15 souches d’actinobactéries : A54 , A53, A112, A9, A98, A64*, A64, A5, A7, A23,

A18, A30, A150, A27, A65
e 6 souches de moisissures : SB1,SB2, SB3, SB4, SB6, SB7

Figure 1 : Aspect de six souches de moisissures testées sur la gélose CDC
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1.3.Colorants

Pour la réalisation de notre travail, nous avons testes deux colorants largement utilisés dans
I’industrie textile : le rouge de Congo ( C.I: 22120) et le jaune réactif ( C.1 : 13245). Ce choix
revient au fait qu’ils ont une forte solubilité dans I’eau et sont trés toxiques (Ouari,2017).

La structure des colorants ainsi que leurs propriétés chimiques et physiques sont présentees

dans I’Annexe 111 (balayage UV-VIS en Annexe IV).
2. Méthodes

2.1. Préparation des solutions mére des colorants

Des solutions stocks des colorants utilisés ont été préparées en utilisant la solution minérale
de criblage additionnée du colorants a 10g/I, stérilisés par filtration et conservé a 4°C jusqu’a
utilisation.

2.2.Test qualitatif de biodecoloration par les actinobactéries (Adenan,et
al.,2020)

Afin de cribler les souches présentant un pouvoir de décoloration, un test qualitatif a été
effectué. Pour cela les souches suivantes : A54, A53, A112, A9, A98, A64*, A64, AS0A, A7,
A5, A23, A18, A30, A150, A27,A65 ont été ensemencées par la technique de stries sur des
boites de Pétri contenant le milieu minimum additionnée du colorant a 50 ppm pour le rouge de
Congo et 100 ppm pour le jaune réactif. Les colorants ont été ajoutés stérilement au milieu en
surfusion puis coulé dans les boites de pétri. L’ incubation a été effectuée a 28°C £2 pendant 14
jours.

Des lectures ont été effectués au bout du 3™ | 7°M et 14°™ jour afin de vérifier la
croissance ou non des souches en présence du colorant ainsi que sa dégradation qui se traduit

par I’apparition d’un halo claire autour des colonies.

2.3. Essai de biodégradation des colorants par les actinobacteries sur milieu
liquide (décoloration en systeme batch ) (Adenan et al.,2020)
2.3.1. Preparation des pré-cultures

e Des tubes a essai contenant 4 ml du bouillon ISP, broth stérile ont été inoculés chacun
avec les souches suivantes : Ab4, A53, A112 , A9, A98, A64*, Ab4, AS0A, A7, A5,
A23, Al18, A30, A150, A27,A65 . Ces précultures sont, par la suite, mises a incuber a

30°C pendant 5 jours ,sous agitation permanente a 150 RPM.
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2.3.2.Préparation des cultures

e Le Bouillon MSM stérile a été additionnée de colorant (50 ppm pour le rouge Congo et
100 ppm pour le jaune réactif), prélevé a partir des solutions stocks préalablement
prépares .

e Aprés homogénéisation, la solution a été répartie dans des flacons stériles de 50ml.

e Les milieux préparés ont été inoculés avec les pré-cultures précédentes, a raison de 4%
(V/v)

e Incubation dans un shaker a 30°C pendant 14 jours sous agitation a 150RPM.

NB : Afin de tester la dégradation des deux colorants cités précédemment, deux tests ont

été réalisés sur chaque souche d’actinobactéries suivant ce protocole.

2.3.3. Mesure des absorbances

Le pourcentage de décoloration est estimé par spectroscopie a 1’aide d’un spectrophotomeétre

UV-Vis (UV-mini 1240) :

e Des aliquotes de milieu de culture (3 ml) ont été prélevés a intervalles de 24h pour chaque
test, puis centrifugés pendant 20min a 10000 rpm

e Apres filtration a I’aide d’un filtre de 0,2 pm, I’absorbance du surnagent a été mesurée.

2.3.4.Calcul du pourcentage de décoloration

En mesurant les absorbances ,la concentration du colorant est déterminé en utilisant la

courbe d’étalonnage correspondante (ANNEXE 1V).

Le pourcentage de décoloration est ensuite calculé suivant la formule ci-dessous :

% décoloration = [el]d , 100 (Adenan et al.,2020)

[ci]

[ci] : concentration initiale ( Rouge congo : 50ppm / Jaune or reactif : 100 ppm)

[c] : concentration mesurée

Remarques
e Pour tous les essais que nous allons citer, ’absorbance des colorants : jaune réactif et
rouge Congo ont été mesurés a une longueur d’onde de 410 nm et 497 nm
respectivement.
e Le milieu MSM sans colorant a été utilisé comme blanc.
e Pour les échantillons ayant une absorbance > a 1,2 : réaliser des dilutions de la maniére
suivante : Prélever a 1’aide d’une micropipette 500 pl de 1’échantillon, ajouter 2000ul

d’eau distillée, puis mesurer 1’absorbance.
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e Les Amax des colorants testés dans la présente etude ont eté déterminés par un simple
balayage par spectrophotométre de 400 nm a 800nm .L’allure des courbes résultantes

dans le scanning sont présentées en Annexe V.

2.4. Essais de biodégradation des colorants par les moisissures sur milieu
liquide (systeme en batch ) (Sinha et Osborne,2016)

e Le bouillon MSM stérile est additionnée de colorants stérile prélevés des solutions
stocks (50ppm pour le rouge Congo et 200ppm pour le jaune or reactif ) .

e Aprés homogénéisation, la solution a été répartie dans des flacons stériles de 50ml.

e Inoculation avec 5 disques de géloses de 8 mm de diametre prélevés a la périphérie
d'une gélose de la souche préalablement purifié. Les souches ensemencés sont :
SB1,SB2, SB3, SB4, SB6, SB7

e Incubation dans un shaker a 28°C pendant 8 jours sous agitation a 150RPM.

La Mesure des absorbances et calcul du pourcentage de décoloration a été fait de la méme

maniere que I’essai de biodégradation des colorants par les actinobactéries sur milieu liquide.
NB : la concentration initiale est égale a 50ppm pour le rouge Congo et 200PPM pour le jaune

or réactif .

2.5. Essais de mise en évidence de la synthese des nanoparticules par les

moisissures : (Fouda et al.,2022)

e Nous avons ensemence deux flacons contenant 50ml du milieu CDC stérile avec des disques
de géloses des deux souches SB1 et SB2 chacun. Ces disques ont éte prélevés a la périphérie
des boites de Pétri contenant la souche a tester, préalablement cultivée pendant 8 jours et
incubés a 28°C sur gélose CDC. Ces flacons ont été incubés a 30°C pendant 5 jours sous
agitation a 150 RPM.

e Les culots ont été récupérés apres une centrifugation a 5000 RPM pendant 10 minutes
suivis d’un ajout de 10 ml d’eau distillée stérile puis incubation & 30°C pendants 48h.

e 1,69 mg d’AgNOs a été ajouté aux échantillons qui ont été par la suite incubés a 30°C
pendant 3 jours a 1’abri de la lumiére.

e La formation des nanoparticules d’argent se traduit par un changement progressif de la

couleur des cultures (apparition d’une couleur noir brunatre) .
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Chapitre 3 : Resultats et discussion

1. Test qualitatif de biodécoloration des milieux par les actinobactéries

Les résultats du test qualitatif de décoloration par les souches d’actinobactéries testées sont illustrés
dans les figures 7 et 8.

A5 A27 ’ ' A98

C*/ JR*/RC* c*/ JR*/RC* c*/ JR*/RC* C'/ RIRC"

A3p//"‘ =

A18
C+ /JR+/RC+ x E;
A30 SAT23 .~ SATS3
C* /IR*/RC )
A53 Recto
C* /JRY/RC
A23
C* /IRY/RC

Figure 2: Résultats du test qualitatif de biodécoloration par les souches A65, A5, A27, A98, A18,
A30,A53 ,A23 du colorant rouge de Congo et jaune réactif .

Notes :

C +: Croissance bactérienne

JR*/JR": Présence /Absence d’un halo clair autour des colonies sur milieu additionné du jaune réactif
RC*/RC" : Présence /Absence d’un halo clair autour des colonies sur milieu additionné du rouge Congo
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A150
C* /JIR/RC
A64*
C* /JR*/RC* AT
A7
C* /JR*/RC*
A55
C* /IR*/RC

A55

Al112 A21

C*/ JR*/RC* C*/JR*/RC*

Figure 3 : Résultats du test qualitatif de biodécoloration par les souches A150, A64*, A7, A55,
A112, A21 du colorant rouge de Congo et jaune réactif .

Apres 14 jours d’incubation a 28°C des souches étudiées, une croissance plus au moins
importante a été observée, témoignant ainsi de la résistance de ces derniéres aux colorants
additionnés. En effet, les colorants rejetés dans 1’environnement peuvent nuire a divers micro-
organismes. Leur trés faible biodégradabilite, due a leur poids moléculaire élevé et a leurs
structures complexes, confere a ces composes un caractére toxique pouvant étre élevé
(Bousnoubra, 2010). Cependant toutes nos souches ont pu croitre en présence de ces
molécules.

La présence d’un halo clair autour des colonies pour la plupart des souches, indique que
celles-ci ont pu degrader le colorant additionné .Ces résultats correspondent aux travaux menés
sur ce sujet par d’autres auteurs (Dawkar et al ., 2010 ; Liu et al., 2011 ) . En effet, les
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actinobactéries fournissent un avantage concurrentiel par rapport aux autres micro-organismes
pour le traitement biologique des colorants textiles toxiques (Bhoodevi et al ., 2015; Abraham
etal., 2016). Dans cette optique , différents genres d'actinobactéries peuvent étre utilisés (Gadd
2009 ; Wang et Chen 2009 ).

2. Essai de biodégradation des colorants par les actinobactéries sur milieu

liquide (décoloration en systeme batch )

Souches d’actinobactéries
14 &M jour
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Souches d’actinobacteries

14 #€jour To

14 &mejour

AS

0

témoin abiotique

Tableau 1 : Résultats de biodégradation du jaune réactif par les souches d’actinobactéries sur

milieu liquide :

Souches d’actinobactéries

14 éme jour

14 éme jour
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Souches d’actinobacteries

To 14 eme jour To 14 éme jour

témoin abiotique

0

Tableau 2 : Résultats de biodégradation du rouge Congo par les souches d’Actinobactéries

sur milieu liguide
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Figure 4 : Pourcentage de décoloration du rouge Congo par les souches d’actinobactéries
en fonction du temps
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Figure 5 : Pourcentage de décoloration du jaune réactif par les souches d’actinobactéries en
fonction du temps

Toutes nos souches ont pu dégrader les deux colorants testés , ce qui peut s’observer a
I’ceil nu et qui se traduit par une atténuation de la couleur du milieu ou la disparition totale de
celle-ci . Environ 80 % du rouge de Congo a été dégradé au bout de 24 h et jusqu’a 50% du
jaune réactif a été dégradé par certaines souches . Plus de 90% de décoloration a été obtenu
apres 14 jours d’incubation pour le rouge Congo (décoloration totale pour
certaines :A54 ,A53 ,A9,A64" ,A64,A18,A30) ,tandis que pour le jaune réactif, de 60% jusqu’a
décoloration totale (A54,A64" ,A64,A23) a été noté.

Apres centrifugation des cultures obtenues a la fin de 1’incubation, on a observé que la

coloration est au niveau du culot pour le rouge Congo tandis que pour le jaune réactif il y a eu
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absence de coloration dans le culot .On suppose donc que le processus de dégradation était la
Apres centrifugation des cultures obtenues a la fin de I’incubation, on a observé que la
coloration est au niveau du culot pour le rouge de Congo tandis que pour le jaune réactif il y a
eu absence de coloration.On suppose donc que le processus de dégradation était la biosorption

ou bioaccumulation pour le premier et par dégradation enzymatique pour le second.

Rouge de Congo Jaune réactif

Figure 6 : Résultat de centrifugation des souches d’actinobacteries apres 14 jours
d’incubation sur milieu liquide

Ces résultats concordent avec les travaux de plusieurs auteurs.(Paszczynski et al., 1991
; Zhou et Zimmerman, 1993 ; Crawford, 1998) (Dawkar et al ., 2010) . 1l a été rapporté
d’ailleurs qu’ils sont les microorganismes les plus adaptés au traitement biologique des
colorants textiles, grace a leurs stabilités dans différentes conditions et a leurs tolérances a
divers colorants contenant des métaux toxiques (Bhoodevi et al ., 2015; Abraham et al.,
2016).
3. Essais de biodégradation des colorants par les moisissures sur milieu
liquide (systeme en batch )

Les résultats de biodégradation des deux colorants par les moisissures sur milieu liquide
sont présentées dans les tableaux et figures suivantes :
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Souches de moisissures

8me jour 8me jour

SH

Témoin abiotique

Tableau 3: Résultats de biodégradation du jaune réactif par les souches de moisissures sur

milieu liquide .

==¢==S5B1 e==ll==SB2 ==fr==SB3 ==¢=S5B4 SB7

100
90
80

POURCENTAGE DE DECOLORATION %

2 3 4 5 6 7 8
TEMPS (J)

Figure 7 : Pourcentage de décoloration du jaune réactif par cing souches de moisissures en

fonction du temps
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Souches de moisissures
8%me jour

8%me jour

SB7 Témoin abiotique
Tableau 4: Résultats de la biodégradation du rouge Congo par les souches de moisissures sur milieu
liquide :

—&—SBl —¢—SB2 —%—SB3 —&—SB4 SB6
100 x
95 =
§ 90 &
85
2 80
§ 75
70
g 65
2 2
a
2 50
a 45
w40
g 35
30
& 25
g 20
> 15
Q 10
5
0 B
0 1 2 3 4 5 6 7 8
TEMPS (J)

Figure 8 : Pourcentage de décoloration du rouge de Congo par cing souches de moisissures
en fonction du temps

Toutes nos souches de moisissures ont présenté un résultat positif pour la dégradation des
deux colorants. Un pourcentage important de décoloration a été observé dés les premiéres 24
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h d’incubation, celui-ci varie de 24 a 46% pour le test de décoloration du jaune réactif et de 79
a 86% pour le test de décoloration du rouge Congo. A la fin d’incubation, il est passé¢ a (57 a
70%) et environs 99% respectivement pour le jaune reactif pour le rouge Congo. On remarque
que nos souches ont mieux décoloré ce dernier malgré qu’il soit plus toxique que le premier,
mais ceci est peut-étre di a la différence de leurs concentrations initiales.

La meilleure souche qui a dégradé le jaune réactif était la SB3 (66,88%de décoloration ),
tandis-que la SB2 était celle qui a dégradé le mieux le rouge de Congo (99,26 %).

Il a été rapporté que les moisissures sont largement étudiés dans le traitement des eaux
usées des industries textiles .Lors du processus de minéralisation du colorant, ceux-ci ne
produisent pas de produits finaux nocifs pour I'environnement (Mathew et Madamwar, 2004 ;
Papadopoulou et al., 2013). En effet, plusieurs types de colorants, notamment les colorants
azoiques, pourraient étre dégradés efficacement par ces microorganismes (Singh et Pakshirajan
2010 ; Kalpana et al., 2012 ; Chen et Ting, 2015).

4. Essais de mise en evidence de la synthése des nanoparticules par les

moisissures
Les résultats de I’essai de la mise en évidence de la synthése des nanoparticules par les deux
souches de moisissures SB1 et SB2 avant et apres ajout de 1’AgNO3 sont présentés dans la

figure suivante :

' SB1

X
2

SB2

Figure 9: Résultats de 1’essai de mise en évidence de la synthése des nanoparticules par
deux souches de moisissures SB1 et SB2.

La formation des nanoparticules d’argent se traduit par une apparition d’une couleur noir
brunatre .Nos résultats se sont révélés négatifs car il n’y a pas eu un changement de couleur et
nos souches n’ont donc pas synthétisé ces molécules. Cependant , plusieurs travaux ont

démontré la capacité de plusieurs espéces de moisissures a synthétiser des nanoparticules
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d’argent ,d’or , de platine ,et d’oxyde de zinc , notamment Aspergillus niger , Neurospora
crassa , Pycnoporus sanguineus , Fusarium acuminatum , Fusarium oxysporum , Fusarium
proliferatum et d’autres . (Bansal, et al., 2006 ; Jaidev et Narasimha ,2010 ;Castro-Longoria et
al., 2011 ; Chan and Mat Don , 2013 ; Mohamed et al.,2019).
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CONCLUSION



L’objectif de notre étude était d’évaluer la capacité de dégradation des colorants
synthétiques par des souches d’actinobactéries et de moisissures afin d’étudier leurs
contribution dans les procédés de dépollution des effluents industriels.

Les résultats obtenus du test qualitatif de biodécoloration des milieux par les
actinobacteries montrent une croissance plus au moins importante, témoignant ainsi de la
résistance de ces dernieres aux colorants additionnés et les résultats des essais de biodégradation
en systeme batch par ces microorganismes ainsi que les moisissures montrent que les colorants
utilisés a savoir le rouge Congo et jaune réactif étaient facilement biodégradables. A la fin

d’incubation plus de 60% des colorants ont été dégradé, a savoir une décoloration compléte.

Par ailleurs, les tests de mise en évidence de la synthese des nanoparticules par les deux
souches de moisissures SB1 et SB2 sélectionnées se sont révélés négatifs . Plusieurs travaux
ont rapporté la capacité des moisissures et méme des actinobactéries a produire ces particules.

Ceci nous méne a conclure de la possibilité d’utilisation de ces derniéres dans un grand
éventail de domaines, notamment 1’industrie textile, imprimerie, industrie pharmaceutique,
cosmétique et agro-alimentaire. Cependant, une étude plus poussée serait une étape
complémentaire obligatoire afin de mieux valoriser et exploiter les résultats obtenus. La
caractérisation et le dosage des enzymes produites ainsi que I’optimisation des parametres de
production serait donc la prochaine démarche a suivre. 1l serait également nécessaire de cribler
de nouvelles souches synthétisant les nanoparticules et d’optimiser les parametres de
production.

Au terme de ce travail, les résultats obtenus ouvrent d’autres perspectives et méritent
d’étre complétés par :

e Une caractérisation et un dosage des enzymes produites.
e Criblage de nouvelles souches productrices de nanoparticules
e Une optimisation des milieux et conditions de culture afin d’obtenir un meilleur

rendement de production .
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Tableau 5 : Les différentes classes, ordres et familles du phylum des actinobactéries
(Goodfellow et al.,2012).

Classes

Ordres

Familles

Actinobacteria

Actinomycetales

Actinomycetaceae

Actinopolysporales

Actinopolysporaceae

Bifidobacteriales

Bifidobacteriaceae

Catenulisporales

Catenulisporaceae, Actinospicaceae

Corynebacteriales

Corynebacteriaceae, Dietziaceae, Mycobacteriaceae, Nocardiaceae, Segniliparaceae,
Tsukamerullaceae

Frankiales

Frankiaceae, Acidothermaceae, Cryptosporangiaceae, Geodermatophilaceae,
Nokamurellaceae

Glycomycetales

Glycomycetaceae

Jiangellales

Jiangellaceae

Kineosporales

Kineosporaceae

Micrococcales

Micrococcaceae, Beutenbergiaceae,Bogoriellaceae, Brevibacteriaceae ,
Cellulomonadaceae, Dermabacteriaceae, Dermacoccaceae, Dermatophilaceae,
Intrasporangiaceae, Jonesiaceae, Micobacteriaceae, Promicomonosporaceae,
Rarobacteriaceae, Ruaniaceae, Sanguibacteraceae

Micromonosporales

Micromonosporaceae

Propionibacteriales

Propionibacteriaceae, Nocardidoidaceae

Pseudonocardiales

Pseudonocardiaceae

Streptomycetales

Streptomycetaceae

Streptosporangiales

Streptosporangiaceae, Nocardiopcaceae, Thermomonosporaceae

Acidimicrobiia

Acidimicrobiales

Actinomicrobiaceae, Lamiaceae

Coriobacteriia

Coriobacteriales

Coriobacteriaceae

Nitriliruptoria

Nitriliruptorales

Nitriliruptoraceae

Euzebyales

Euzebyaceae

Rubrobacteria

Rubrobacterales

Rubrobacteraceae

Thermoleophilia

Thermoleophilales

Thermophilaceae

Solirubrobacterales

Solirubrobacteraces, Conexibacteraceae,Patulibacteracea
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Tableau 6 : La classification des champignons (Archambault,2019) :

Sous- | Embranche | Ss-embranchement Classe Ordre
Régne | ment
Basal Microsporidia; pas de rang taxonomigque précis; groupe proche des Cryptomycota
Fungi | Cryptomycota
Chytridiom- | Chytridiomycetes Chytridiales Rhizophydiales Spizellomycetales
ycota Monoblepharidomycetes Monoblepharidales
Neocallimastigomycetes Neocallimastigales
Blastocladio | Blastocladiomycetes Blastocladiales
mycoa
Zoopago- Zoopagomycotina Zoopagales
mycota Kickxellomycotina Kickxellales Dimargaritales Harpellales Asellariales
Entomophthoromycotina Entomophthorales Basidiobolales
Mucoromyc | Glomeromycotina Glomeromycetes Archaeosporales Diversisporales Glomerales
ota Paraglomerales
Mortierellomycotina Mortierellales
Mucoromycotina Endogonales Umbelopsidales
Dikar- | Ascomycota | Taphrinomycotina Taphrinomycetes Taphrinales
ya Neolectomycetes Neolectales
Pneumocystidomycet | Pneumocystidales
es
Schizosaccharomycet | Schizosaccharomycetales
es
Archaeorhizomycetes | Archaeorhizomycetales
Saccharomycotina Saccharomycetes Saccharomycetales
Pezizomycotina Arthoniomycetes Arthoniales
Dothideomycetes Capnodiales Dothideales Myriangiales Pleosporales
Botryosphaeriales Hysteriales Patellariales Jahnulales
Eurotiomycetes Chaetothyriales Pyrenulales Verrucariales Coryneliales
Eurotiales Onygenales Mycocaliciales
Laboulbeniomycetes Laboulbeniales Pyxidiophorales
Lecanoromycetes Acarosporales Lecanorales Peltigerales Teloschistales
Agyriales Baeomycetales Ostropales Pertusariales
CandelarialesUmbilicariales
Coniocybomycetes
Xylonomycetes
Leotiomycetes Cyttariales Erysiphales Helotiales Rhytismatales
Thelebolales
Lichinomycetes Lichinales
Orbiliomycetes Orbiliales
Pezizomycetes Pezizales
Sordariomycetes Coronophorales Hypocreales Melanosporales
Microascales Boliniales Calosphaeriales
Chaetosphaeriales Coniochaetales Diaporthales
Ophiostomatales Sordariales Xylariales Calosphaeriales
Lulworthiales Meliolales Phyllachorales
Trichosphaeriales Lahmiales Medeolariales Triblidiales
Basidiomy- | Pucciniomycotina Pucciniomycetes Septobasidiales Pachnocybales Helicobasidiales
cota Platygloeales Pucciniales

Cystobasidiomycetes

Cystobasidiales Erythrobasidiales Naohideales

Agaricostilbomycetes

Agaricostilbales

Microbotryomycetes

Heterogastridiales Kriegeriales Microbotryales
Leucosporidiales MicrobotryalesSporidiobolales

Atractiellomycetes

Atractiellales

Classiculomycetes

Classiculales

Mixiomycetes

Mixiales

Spiculogloeomycetes

Spiculogloeales
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Tritirachiomycet

Tritirachiales

Ustilaginomycotina

Ustilaginomycetes

Urocystales Ustilaginales

Exobasidiomycetes

Doassansiales Entylomatales Exobasidiales
Georgefischeriales

Microstromatales Tilletiales Georgefischeriales
Golubeviales Robbauerales

Malasseziomycetes

Malasseziales

Moniliellomycetes

Moniliellales

Agaricomycotina

Tremellomycetes

Cystofilobasidiales Filobasidiales Tremellales
Holtermanniale Trichosporonales

Dacrymycetes

Dacrymycetales Unilacrymales

Agaricomycetes

Agaricales Atheliales Boletales Amylocorticiales
Gomphales

Lepidostromatales Geastrales Hysterangiales Phallales
Auriculariales Cantharellales Corticiales Gloeophyllales
Hymenochaetales Polyporales Russulales Sebacinales
Thelephorales Trechisporales Jaapiales Stereopsidales

Wallemiomycotina

Wallemiomycetes

Wallemiales

Tableau 7 :Quelques souches productrices de laccases ayant une action décolorante sur les

colorants synthétiques :

Souche productrice ph optimale Reference
Streptomycesipomoea | 60 ° C Molina-Guijarro et al., (2009)
Streptomyceslavendulae | 50 ° C Suzuki etal. (2003), Machczynski

et al.(2004)

Streptomycessviceus

Haute température,
milieualcalin, grande

variation de pH

Gunne et Urlacher (2012)

Streptomycesgriseus

40°C

Endo et al., (2003)

Streptomyces sp.

40 ° C Milieu alcalin,

haute température

Lu et al.,(2013)

Streptomycescoelicolor

60°C

Dube et al.,(2008), Skalova
et al., (2009)
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Tableau 8: Comparaison entre les différents mécanismes d'élimination des colorants par les
champignons (Fernandez et al., 2010).

Biosorption

Bioaccumulation

Biodégradation

Processus passif

Processus actif

Processus actif

La biomasse n'est pas vivante

La biomasse est vivante

La biomasse est vivante

Les molécules de colorant

Les molécules de colorant

Les molécules de colorant

sont liées a la surface sont liées a la surface et a | sont dégradées par les

cellulaire I'intérieur cellulaires enzymes

Adsorption Absorption Dégradation/adsorption
extracellulaire suivie d'une
dégradation

Processus réversible Processus partiellement | Processus irréversible

réversible
Les nutriments ne sont pas | Les nutriments sont | Des nutriments sont
nécessaires nécessaires nécessaires (conditions

limitant I'azote favorables)

Processus en une seule étape

Processus en deux étapes

Processus en deux étapes

Le rythme est rapide

Le rythme est lent

Le rythme est lent

Non contrélé par le

métabolisme

Contrélé par le métabolisme

Contrélé par le métabolisme

Aucun danger d'effet toxique

Danger deffets toxiques

causés par les contaminants

Interférence par des
contaminants, les sous
produits peuvent étre

toxiques

Pas de croissance cellulaire

La croissance cellulaire se

produit

La croissance cellulaire se

produit
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Tableau 9 :

d’actinomycetes.

Differents types de nanoparticules synthétisées par

diverses souches

Type de Np Souches productrices Références
Argent Streptomyces sp.VITPK1 Sanjenbam et al., 2014
Actinomycetes sp Sunitha et al., 2014
Streptomyces sp. LK3 Karthik et al., 2014
Nocardiopsis sp. MBRC-1 Manivasagan et al., 2013
Thermoactinomyces sp Deepa et al., 2013
Rhodococcus sp. Otari et al., 2012
Or Streptomyces hygroscopicus Waghmare et al., 2014
Nocardia farcinica Ozaetal. etal., 2012
Thermoactinomycete spp. 44Th, | Kalabegishvili et al.,
Thermomonospora spp. 67Th 2013
Rhodococcus sp. Ahmad et al., 2003b;
2003c
Zinc Streptomyces sp. Rajamanickam et al.,,
2012
Zinc/Cuivre Streptomyces sp. Usha et al., 2010
Zinc/Manganese | Streptomyces sp. Waghmare et al., 2011

Tableau 10 :Quelques types

de nanoparticules synthétisées par

diverses souches de

moisissures .

Type de Np Souches productrices Références

Argent Aspergillus niger Jaidev et Narasimha ,2010
Neurospora crassa Castro-Longoria et al., 2011
Pycnoporus sanguineus Chan and Mat Don , 2013
Schizophyllum commune Chan and Mat Don ,2013
Cladosporium Balaji et al., 2009
cladosporioides

Or Fusarium acuminatum Tidke et al.,2014
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Fusarium oxysporum

Thakker et al.,2013

Platine

Fusarium oxysporum

Riddin et al.,2006

dioxyde de zirconium

Fusarium oxysporum

Bansal et al., 2006

Oxide de zinc

Fusarium proliferatum

Mohamed et al.,2019

Tableau 11 :
Mansour et al.,2011).

Effets mutagenes et/ou carcinogénes de certains colorants azoiques(Ben

Colorants azoiques

Effet mutagéne et/ou
carcinogene

Références

Soudan I : mono azoique
Soudan 11

Soudan 111 diazoique
Soudan IV

Rouge de Para

Mutagéne et carcinogéne
Carcinogene
Carcinogénicité non évaluée
Mutagene

Mutagéne et carcinogéne

CHEN (2006)

Colorant azoiques a base de
benzidine : vert directl ;
noire directe 38 ; rouge
direct 17 ; rouge directe 28 ;
bleue directe 2

Carcinogenes

GOLKA et al. (2004)

Bleu disperse 373 ; violet
disperse 93 et orange
disperse 37

Trés mutagenes et
carcinogenes

ALVES DE LIMA et al.
(2007)

N,N-diméthyl-4-
aminobenzéne et N-méthyle-
4-aminoazobenzéne

Tres mutagenes et
carcinogenes

YAHAGI et al. (1975)

Rouge de méthyle et Jaune
de méthyle

Trés mutagenes

CHUNG et al. (1981)

Bleu disperse 291

Mutagene

UMBUZEIRO et al. (2005)

3-méthyl-
diaminoazobenzéne

Carcinogéne

MEDVEDEV et al. (1988)

Orange de méthyle

Mutagéne

QUILLARDET et
HOFNUNG

(1993) ; BEN MANSOUR et
al.

(2009a)

Acide violet 7

Mutagene et carcinogene

BEN MANSOUR et al.
(2009b,¢) ;

BEN MANSOUR et al.
(2010)
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Annexes |1

1. Appareillage
1 Autoclave 1 Bain - marie

(1 Centrifuges 1 Etuves

Vit

e
— ez o

Champignons

[J PH métre
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(1 Balance électronique

1 Micropipettes

[ Four pasteur

M ap

Heraeus

[1 Balance analytique de précision

[J anse de platine

(1 Spectrometre (UV)
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1 cuve en verre et en plastique 01 filtre

(1 seringue 1 Microscope
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3. Les milieux de culture utilisés :

Milieu CSA :
-Amidon : 10g¢/I
- Caséine : 0,39/l
- Kno3: 2¢g/l

- NaCl : 2g/1

- K2Hpo4 : 29/l

- MgSo4 : 0,059/l
- CaCo3: 0,029/l
- FeSo4 : 0,01¢g/I
- Agar : 18g/I
Ph=7,3(Arumugam, T..et al, 2017).

Milieu MSM pour actinomycetes :
- (NH4)2 sO4 : 0,19/l
-MgSo4, 7H20 : 0,19/l
- NaCl : 0,3¢g/I
- CaCo3: 0,02¢g/1
- Extrait de levure : 19/l
Ph:7.2

Milieu ISP2 :
- extrait de levure : 49 /I
- Glucose : 4g/1
- Extrait de malt : 10g /I
Ph=7,2(Arumugam, T..et al, 2017).

Milieu CDM :
-Extrait de levure : 0,06 %
- glucose : 1 %
- (NH4)2S04:0,1 %
- K2HPO4 :0,2 %
-MgSo4, 7H20 :0,01 %
- KH2PO4 :0,07 %
- Agar : 18/ %
Ph=6,5 (Aspigillus mediated2021)

Milieu GYEA :

- Glycérol : 1g/I

- Agar : 18g/I

- Peptone : 3¢/l

- Extrait de levure : 0,49/l

- K2Hpo4 : 0,02¢/1

Ph=7,2( Preethi, S. & Pathy,2020)

Milieu MSM pour champignons :
- MgSo4, 7H20 : 0,1¢/I
- NaCl : 0,5¢/I
- CaCl2: 0,02¢g/1
- MnSo4 : 1,19/l
- Fe So4 : 0,149/l
- (NH4)2 sO4 : 0,69/
-K2 Hpo4 : 1,369/
- CuSo4 : 0,29/l
- ZnSo4 0,29/
Ph= 6,5(Sinha et Oshorne,2016)

Milieu OA Medieum :
- Extrait de levure : 2,59/l
- Flacon d’avoine : 60g/I
- K2HPO4 : 19/
- KCL : 0,5¢g/I
- MgSo4, 7TH20 : 0,59/l
- Fe So4 : 0,01g/1
- Agar : 179/
Ph=7,2
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Milieu HV :

-L’acide humique 19
-Na2HPO4= 0.5g, KCI=1.71g
-MgS04.7H20= 0.05g
-FeS04.7H20 =0.01g
-CaC03=0.02¢g

- [B-vitamines=0.5mg de chacun de thiamine-HCI, riboflavine, niacine, pyridoxine-HCI,
inositol, Ca-pantothenate, acide p-aminobenzoique, et 0.25mg de biotine.

** |_es vitamines B et la cyclohéximide sont stérilisés par filtration],50mg de la cyclohéximide,
18g d'agars, 1L d'eau distillée

pH = 7.2. .( Microbispora,et al, 1987).

Milieu Extrait de levure- glycérol:

-Glycérol 1.0 g,

-Extrait de levure 0.4 g,

-K2HP040.02 g,

-Peptone 3.0 g, eau marine Filtrée 50% et eau distillée 50%.( Preethi,et al, May 2020)
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Annexe I11:

1. Colorant rouge de Congo :

NH,
C R
N 5—0~Na*
A\Y
. " . . Ay
7\
O O Na*

HoN

Figure .Structure chimique de Rouge Congo (formule chimique: Cs2H22NsOsS2Naz) (Bahia, 2015) .

e Les Propriétés physiques et chimiques du Rouge Congo

Tableau 1.5. Propriétés chimiques du Rouge Congo (Bahia, 2015) .

Nom chimique 3,3’-[[LI’-biphenvl]-4,4’-divibis(azo)]bis(4
aminonaphtalene-1-sulfonate) de disodium

Nombre de C.A.E 573-58-0

Index de Couleur :C. C.I 22120

Synonyme Direct Red 28

Formule chimique C32H22NgO6S2Na;,

Poids moléculaire (g.mol-1) 696.663

A max (nm) 500

Tableau 1.6. Propriétés physiques du Rouge Congo (Ouelaa, 2018).

T° fusion >360 °C

Pression 760 mmHg

Solubilite 25 g/l dans I’eau a 20 °C tres soluble dans
Ialcool.

o Utilisation :
- Il sert comme indicateur de pH
- Utilisé en histologie, dans la coloration des cellules éosinophiles, des dép6ts pathologiques de
protéines, des cellules des muqueuses gastriques, de la kératine, des os embryonnaires, du
cément des jeunes dents ; et en mycologie (Ouelaa, 2018).
- Tres connu pour son utilisation dans I’industrie du textile (Ouari, 2017).

e Toxicité :
A I'état pur, le rouge Congo est toxique par :
- Contact avec la peau et Provoque des brulures
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- Ingestion et devient létal & dose élevée

humain)(Ouari,2017).
2. Colorant jaune réactif :

SO;Na

NaO;S

T

N

Y

Cl

NH _N._ HN
X

N

de produit pur ( 1,43 g/kg de poids

SO;Na
o)
N.
N
N
=N

SO;Na

Figure . Structure chimique du jaune reactif (Maryam Shahzadi et al., 2022).

Tableau : Propriétés physiques du jaune reactif (Maryam Shahzadi et al., 2022)

Formule chimique CysH1sCINsNa,01:S,
Masse moléculaire 906.12 g/mol

Nature chimique Colorant anionique
Couleur index Jaune

Index de Couleur :C. C.I 13245

Amax (nm) 410
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ANNEXE IV

1.Mode opératoire des courbes d’étalonnages : la courbe d’étalonnage est une courbe qui
permet de mesurer la concentration de colorant dans une solution, cette courbe est obtenue en
mesurant I’absorbance de déférentes concentrations connues de la solution de colorant rouge
de Congo a une longueur d’onde donnée.

1.1. La courbe étalonnage de colorant jaune réactif :

-Préparer une série de solution de jaune réactif a partir de la solution mére (SM) avec une
concentration de 100PPm jusqu'a une concertation égale a 10PPm.

-Ajouter une quantité d’eau distillée (ED) a la solution mére pour obtenir des déférentes
concentrations jusqu'a la concentration 10PPm.

-Mesurer la quantité de jaune réactif présent dans chaque solution en utilisant un
spectrophotometre UV a une longueur d’onde qui égale a 420 nm.

-Pendre en considération les DO qui sont inférieurs a 1,2nm

-Tracer un graphique en fonction de la concentration de jaune réactif pour obtenir une courbe
d’étalonnage.

[C] mg/l 60PPmM 50PPm 40PPm 30PPm 20PPm 10PPm
DO 1,78 1,438 1,18 0,986 0,653 0,328

6ml de SM 8,33deSM 8 de SM 75deSM 6,67deSM 5de SM

TN T D00 D>
+4ml +1,67ml +2ml +2,5ml +3,33ml +5ml
ED ED ED ED ED ED

SM/100PPm 60PPm 50PPm 40PPm 30PPm  20PPm 10PPm
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La longueur d’onde de colorant jaune réactif :

1,2 o
o y =0,0291x + 0,0625
ol R? = 0,9945
1 °
0,8
0,6
0,4
02
0
0 10 20 30 40 50

Courbe d'étalonage du jaune réactif [C]

1.2.La courbe d’étalonnage de colorant rouge de Congo :

-Préparer une série de solutions étalons des concentrations de 5PPm, 4 ,5PPm, 3,5PPm,
3PPm, 2,5PPm, 2PPm, 1,5PPm, 1PPm et 0,5PPm.

-Mesurer la quantité de lumiére absorbée par chaque solution étalon a une longueur d’onde
égale a 497nm.

-Tracez un graphique avec les concentrations connues de colorant jaune réactif sur I’axe des
X et les quantités de lumiére absorbée sur 1’axe des Y.
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[C] SPPm | 4,5PPm | 4PPm | 3,5PPm | 3PPm | 2,5PPm | 2PPm | 1,5PPm | 1PPm | 0,5PPm
mg/l
DO 0,817 | 0,742 |0,658 | 0578 |0,495 |0425 |0,349 |0,287 |0,200 |0,123

La longueur d’onde de colorant rouge de Congo :

nOo
(9 ]0)

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

y = 0,1498x + 0,0594

R2=0,9956

courbe d'étalonage du rouge de congo

[cl
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Annexe V

- Complexation (electrostatic/ O

covalent/ with EPS) T Metal ions
= Chelation/ coordination o
- Reduction (s
- Precipitation 24 x_fj' Released from soils
- Cation/ anion exchange TR

Soil particles
Methylation/ reduction Biosurfactants

l Bioaccumulation

SOR— Activef Passive
Dealkylation/ oxidation

Biodegradation of Siderophores >:
metallic compounds

Biosynthesis of
metallic compounds

Metal carbonate,
phosphate,
hydroxide,

BBicteachingl {5O: ;PO o
OH", HS

20=400=x0

[ —
2
I

Figure 11 : Mécanisme propose pour la réduction des colorants azoiques par les cellules bactériennes

par I’enzyme azoréductase (Keck et al., 1997).
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Figure 12 :Le mécanisme de dégradation du colorant acid orange 10 par Geotrichum candidum

HO;S

o

Acid orange 10
(453 m'z)

W, ”\\NO
HO

Peroxidase

—_—

+H,

Nitrosobenzene

HO,S

7-o0x0-8-iminonapthalene-1,3-disulfonate °

H—N
HO
Phenyl hydroxylamine

+H1,-H20}

’\IHZAQ

Aniline
(91 =m/=z)
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PR ———— :! ®
» 4 Electro Q. o ;
s /_N“} A —
- | /conduction band @ \} I-*: Sk j,.ﬁ ‘
DN I @ I SR decomposition
| l I Oxidation }-’ 3 »
Valence band 0/ Mydroxide radicals
| Hole ‘IIHBI
| — — — —Photocatalyst

Figure 13 : Mécanisme global de la photocatalyse par photocatalyseur a semi-conducteur

(Zulkifili, 2018).
/ik

Streptomyces sp.
LK-3
l /
Reductase

Figure 14 : Mecanisme de synthese des nanoparticules d’argent par les bacteries (Golinska et al.,
2014).
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Résumé

Ce travail a porté sur la biodégradation de colorants azoiques, notamment le rouge Congo et le jaune
réactif par des souches d’actinobactéries (A54 , A3, Al12, A9, A98, A64*, A64, A5, A7, A23, Al18, A30,
A150, A27, A65 ) et de moisissures ( SB1,SB2, SB3, SB4, SB6, SB7), isolées a partir d’ effluents textiles
et de sol .Ce test a été réalisé sur un milieu minimum additionné de colorants , et les cultures ont été incubées
a 30°C pendant 14 jours pour les actinobactéries et a 28°C pendant 8 jours pour les moisissures. Ensuite une
lecture des absorbances a été effectuée afin de déterminer le pourcentage de décoloration.

Un test qualitatif sur milieux de culture solide a ét¢ également réalisé pour les souches d’actinobactéries
par I’ensemencement de ces derniéres sur milieu minimum additionné de colorants. Une lecture a été faite
aprés 3,7, et 14 jours d’incubation a 30°C. La capacité des moisissures a synthétiser les nanoparticules
d’argent a été également evaluée sur milieu CDC.

Les résultats obtenus ont révélé 1, pptitude de ces microorganismes a dégrader c,es colorants témoignant
ainsi de I’importance de leur utilisation comme agents de bioremédiation des effluents textiles suite a leur
résistance a la toxicité de ces molécules.

Des résultats négatifs on été observé pour le test de synthése des nanoparticules, , il serait , donc,
nécessaire de cribler d’autres souches pour cette activité.
Mots clé : colorants azoiques, biodégradation, Bioremédiation, criblage, nanoparticules, effluents textiles,
actinobactéries, moisissures.

Abstract

This work focused on the biodegradation of azo dyes, in particular Congo red and reactive yellow by strains
of actinobacteria (A54, A53, A112, A9, A98, A64*, A64, A5, A7, A23, A18, A30, Al150, A27, A65) and
molds (SB1, SB2, SB3, SB4, SB6, SB7), isolated from textile and soil effluents. This test was carried out on
a minimum medium supplemented with dyes, and the Cultures were incubated at 30°C for 14 days for
actinobacteria and at 28°C for 8 days for molds. Then an absorbance reading was taken to determine the
percentage of discoloration.

A qualitative test on solid culture media was also carried out for actinobacteria strains by inoculating
them on minimal medium supplemented with dyes. A reading was taken after 3.7, and 14 days of incubation
at 30°C. The ability of molds to synthesize silver nanoparticles was also evaluated on CDC medium.

The results obtained revealed the ability of these microorganisms to degrade these dyes, thus testifying
to the importance of their use as bioremediation agents for textile effluents following their resistance to the
toxicity of these molecules.

Negative results were observed for the nanoparticle synthesis test, so it would be necessary to screen
other strains for this activity.
Keywords: azo dyes, biodegradation, bioremediation, screening, nanoparticles, textile effluents,

actinobacteria, molds.
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