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Résumé

Ce travail a pour objectif de tester la capacité¢ de quelques souches microbiennes a
tolérer et / ou dégrader le chrome hexavalent et de sélectionner un candidat pour la
station pilote. Des analyses physico-chimiques et microbiologiquesont été entamées
suivies d’une fermentation en batch des isolats sélectionnés, pour extraire leurs
biosurfactants. Deux isolats purs nommés G (prélevé de la station hydrothermale de
Guelma) et R (rhizobacterie des legumineuses) ont également été testés pour évaluer
leur capacité de dégradation du chrome hexavalent. Afin de préserver ces derniers
pour une éventuelle application dans la station pilote, une approche de
microencapsulation sous forme de microbilles d’alginatea été envisagée pour le test
de biodégradation du chrome hexavalent.Lerésultat du dosage du chrome de I’effluent
de tannerie de Jijel est de I’ordre de 0.1mg /1, les observations macroscopiques des
boites de pétri ensemencées par D’effluent de tannerie sur gélose nutritive et
Sabouraud sans et avec dichromate de potassium nous a permis de sélectionner deux
isolats, il s’agit d’une levure Saccharomyces cerevisiae et d’un champignon
Geotrichum seuls eucaryote capable de tolérer une dose de chrome de I’ordre de
2mg/ml et dégrader le chrome hexavalent.L’identificationbiochimique nous a permis
de rattacher R aKlebsiella oxytocaet G a Klebsiella ornithinolyticacette dernicre
possede une capacité de dégradation du chrome hexavalent remarquable une
résistance élevée au chrome hexavalent. Elle sera élue candidate pour les tests
d’optimisation dans la station pilote afin d’explorer son potentiel dans des projets de
bioremédiation pour des sites contaminés par des métaux lourds.

Mots clés : Klebsiella ornithinolytica , Klebsiella oxytoca , Geotrichum, Saccharomyces

cerevisiae , bioremédiation ,chrome hexavalent.



Abstract

This work aims to test the ability of some microbial strains to tolerate and / or degrade
hexavalent chromium and to select a candidate for the pilot station. Physico-chemical and
microbiological analyzes were initiated, followed by batch fermentation of the selected
isolates, to extract their biosurfactants. Two pure isolates named G (taken from the
hydrothermal station of Guelma) and R (legume rhizobacteria) were also tested to assess
their ability to degrade hexavalent chromium. In order to preserve the latter for a possible
application in the pilot station, a microencapsulation approach in the form of alginate
microbeads was considered for the biodegradation test of hexavalent chromium. The result of
the chromium assay of the Jijel tannery effluent is of the order of 0.1mg / 1, the macroscopic
observations of petri dishes seeded with the tannery effluent on nutrient agar and Sabouraud
without and with potassium dichromate allowed us to select two isolates, it is a yeast
Saccharomyces cerevisiae and a fungus Geotrichum alone eukaryotic capable of tolerating a
dose of chromium of the order of 2mg/ml and degrading hexavalent chromium. The
biochemical identification allowed us to attach R to Klebsiella oxytoca and G to Klebsiella
ornithinolytica, the latter has a remarkable capacity for degrading hexavalent chromium and
a high resistance to hexavalent chromium. It will be elected candidate for optimization tests
in the pilot station to explore its potential in bioremediation projects for sites contaminated
by heavy metals.

Keywords: Klebsiella ornithinolytica, Klebsiella oxytoca, Geotrichum, Saccharomyces

cerevisiae, bioremediation, hexavalent chromium.
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Introduction

INTRODUCTION

Le probleme de I’environnement contaminé est aujourd'hui trés préoccupant pour les pays
émergents (Mishra et Bharagava, 2016). L'industrialisation rapide a un impact significatif
sur la qualité des écosystemes en raison des décharges énormes de métaux lourds ( Thatheyus
et Ramya, 2016). Le rejet massif et brutal de polluants toxiques dans 1’environnement,
constitue un risque écologique important pour la faune et la flore, ainsi qu'un danger réel
pour la sant¢ de I’homme. L’équilibre des €écosystémes est devenu menacé. Face a cette
problématique, les chercheurs tentent de trouver des solutions pour dépolluer
I’environnement.

Plusieurs technologies de dépollution (adsorption, précipitation chimique) ont été
développées pour ¢liminer le Cr (VI) des effluents industriels afin de protéger
I’environnement et réutiliser les eaux. Cependant, la majorit¢ de ces technologies sont
colteuses, notamment lorsqu’elles sont appliquées pour les effluents a haut débit. Par
conséquent, la technique d’adsorption sur les supports biologiques (biosorption) qui est assez
disponible et peu coliteuse peut étre a I’origine d’un processus de dépollution vert et
économiquement rentable (Camacho-Chabet al., 2018).

Tout en suivant une démarche scientifique, logique et cohérente, 1’objectif de notre travail
¢tait de parvenir a tester des microrganismes, capables de tolérer ou d’éliminer le chrome
hexavalent. Dans ce contexte, notre modeste travail sera une contribution a la mise au point
d’un bioprocédé pour que la souche la plus puissante sélectionnée trouvera une application

dans le domaine du traitement des eaux contaminées par le chrome hexavalent.
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1. Le chrome

1.1. Toxicité du chrome :

Le chrome présente une toxicité trés €levée qui dépend non seulement de sa concentration
mais aussi de son degré d’oxydation. Le Cr (VI), du fait de sa solubilité, s’est retrouvé en
interaction avec beaucoup d’organismes aquatiques et terrestres sans oublier I’homme.

1.1.1. Dans ’eau :

Les quantités ¢élevées du Cr(VI) présentes dans les systémes aquatiques sont liées pour
I’essentiel a des émissions d’origines industrielles, elles posent des sérieux problémes pour la
vie aquatique. Le Cr(VI) est également un oxydant puissant, il forme des oxydes tels que le
chromate (CrO4-2)(Mamaisetal.,2016; Qambraniet al., 2016). Une solubilit¢ élevée de ce
métal en milieu aqueux facilite sa percolation dans les eaux souterraines, ce qui lui confere
une grande mobilité dans les écosystémes. Des mesures récentes du Cr(VI) dans une riviere
au Columbia provenant des eaux souterraines étaient égales a 100pg /L au milieu de la
riviere (Markad et al. 2017; Wang et al. 2017). Cette teneur trés €levée peut menacer la vie
des organismes aquatiques, comme les moules (Lampsilissiliquoidea), les invertébrés
(Amphipods,Hyalellaazteca) et les poissons (Besser et al.2004; Wang et al. 2017). En effet
les poissons exposés au Cr(Ill) et au Cr(VI) présentent des mouvements brusques, une
hypersécrétion de mucus, ouvrent la bouche pour l'essoufflement, et changent de couleur
(Nisha et al. 2016).

Vera-Candioti et al., (2011), ont démontré que Cnesterodondecemmaculatus, vivant en
Amérique néotropical est sensible au Cr(VI), car ce dernier réduit sa survie et sa
croissance I’exposition de cette espeéce a des concentrations élevées du Cr(VI) pendant 24
heures suffisent pour provoquer une mortalité de 63% de ces poissons.

1.1.2. Toxicité chez ’homme :

I’Agence de Protection de I’Environnement des Etats-Unis a classé le chrome hexavalent
dans le groupe «A» en raison de son pouvoir tératogeéne, cancérogéne et mutageéne, et parmi
les 20 premiers produits chimiques les plus dangereux (Joutey et al, 2015; Arshad et al,
2017;Shahid et al, 2017). En principe, ’homme absorbe peu de chrome par inhalation, mais
pour I’essentiel au travers des aliments et de 1’eau potable. Une fois a I’intérieur de la cellule,
le chrome se lie au glutathion et grace au soufre présent dans cette molécule, il est réduit en

chrome (V) puis en(I1V) (Desjardins, 2002).



1.1.3. Toxicité chez les microorganismes :

Le chrome n’est pas un métal essentiel pour la croissance des microorganismes, mais sa
présence peut étre éventuellement tolérée par les microorganismes. Dans certains cas,
1’élément peut étre utilisé comme accepteur final d’électrons s’il s’agit de Cr(VI). A de
fortesconcentrations, le Cr(VI) a des effets toxiques et mutagenes. 10 a 12 mg de Cr(VI) par
litre peuvent inhiber le développement de bactéries du sol alors que les mémes
concentrations en Cr(IIT) n’ont aucun effet (Ross et al. 1981). Le chrome a un effet toxique
sur les bactéries saprophytes et nitrifiantes, sur les champignons filamenteux, les algues et
sur le phytoplancton. Le chrome Cr(VI) altére le matériel cellulaire, le métabolisme et les
réactions physiologiques (Desjardins ,2002).

1.2. Procédés d’éliminationdu chrome :

L’¢élimination du Cr(VI) comme tous les métaux lourds fait appel a des procédés
physicochimiques et/ou des procédés biologiques basés sur 'utilisation des bactéries, des
champignons et des plantes (Bioremédiation, biosorption)(Mohan et Pittman, 2006 ;

Legrouriet al,2017).

2. Bioremédiation

Le procédé¢ est connu pour I’élimination des métaux lourds (Cr) par des matériaux
biologiques ; bactéries (Bacillusamyloliquefaciens, Escherichia) (Patra et al, 2010)
champignons (7richoderma sp, Aspergillus, Penicillium janthinellum), levures, les plantes et
les déchets agricoles (résidus de pommes, écorces de méleze, grignons d’olives, canne a
sucre) et les déchets solides lignocellulosiques,ces matériaux sont dits « biosorbants »
(Vidali, 2001; Blazquez et al, 2009; Ullah et al, 2013; Fathy et al, 2015; Sibi, 2016;
Vendruscolo et al, 2017).

En plus des efforts de recherche dans la découverte et I'application thermostables d'enzymes,
les cultures des hyperthermophiles peuvent avoir le potentiel dans la bioremédiation
environnementale. En effet, 1’utilisation de ces microorganismes et de leurs métabolites et
enzymes qu’ils sécrétent ont un large éventail d’exploitation dans de nombreuses
applications industrielles et offrent des solutions potentielles aux dommages

environnementaux (Aanniz et al., 2015).



Des recherches sont en cours pour déterminer leur potentiel a produire plusieurs nouveaux

produits importants sur le plan biotechnologique (Nshimiyimana et al., 2018).

La  capacit¢ des rhizobactéries et en  particulier les PGPR  (Plant
PromotingGrowthRhizobacteria) ont été¢ également évoqués en bio remédiation, ils tolerent la
présence des éléments traces métalliques et réduisent leurs impacts dans les différents

biotopes. Ils sont considérés comme un outil important en phytoremediation (Glick, 2003).

La capacité de ces microorganismes ne se limite pas uniquement a fournir une source d’azote
assimilable aux plantes en fixant 1’azote atmosphérique, mais plusieurs autres fonctions ;
fournir une source de phosphore assimilable aux plantes en libérant les phosphates li¢s dans
le sol, la bioremédiation des sols pollués par les métaux lourds et la production de
phytohormone.Vingt six isolats ont été testés pour leur résistance aux métaux lourds : Co++,
Ni++ ,Cr+VI, Cut++, Pb++, Fe++, Cd++ et Zn++ . Les résultats obtenus montre que 100%
des isolats ont résist¢ au Fet++ jusqu’a 47mM et au Hg++ jusqu’a 20mM sans aucune
inhibition de la croissance. Pour les autres métaux les isolats ont suivi I’ordre de résistance
suivant Pb++>Cr+VI> Cut++>Ni++> Cd++> Zn++>Co++ (de la résistance la plus importante

jusqu’a la résistance la plus faible) (Lemboub ,2019).
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1. Description des sites d’accueil

Notre travail a été réalis€ au niveau de deux sites ; 'un au laboratoire de microbiologie
N°213 situé¢ au niveau du Hall technologique de la Faculté des Technologies de I'Université
de Skikda sur une période de 2 mois ( du 7 mars au 7 mai) pour 'analyse microbiologique, et
5 mars au 08 mai pour les analyses physico-chimiques au niveau du laboratoire de
'Observatoire nationale de I’environnement et du développement durable (ONEDD) de

Skikda.

2. Matériel

2.1. Matériel expérimental :
Agitateur et plaque chauffante
Ampoule a décantation
Anse de platine

Autoclave

Bain-marie (Gerhardt Bonn)
Balance

Barreau magnétique

Bec Bunsen

Becher

Béchers de 1000 ml

Boites de pétri

Cure dent stérile

Cuve

Distillateur

Ecouvillon

Entonnoir

Erlenmeyer de 500 ml
Etuve(Memmert UNB100)
Fioles de 50 ml

Flacon

Lame, lamelle

Microscope optique (Olympus Optical CHK2-F-GS)

PR T P S T T T S S N N T T S S S R

Papier filtre Whatman
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Pipette Pasteur

Pipettes graduées de 10 ml et de 2 ml

Pompe a vide

Réfrigérateur

Seringue (2.5ml)

Spatule

Spectrophotometre UV — Visible (UV minil1240)

Support

2.2. Réactifs et milieux de culture :

L
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Acétate d’éthyle

Acide chlorhydrique HCI
Acide sulfurique
Agar-agar

Alginate

Bleu de méthyléne
Bouillon (MRS)

Bouillon nutritif

Chlorure de calcium
Chlorure de sodium Na Cl
Dichromate de potassium (K2Cr204)
Diphénylcarbazide

Eau distillée

Eau minérale

Eau oxygénéeH202
Ethanol

Extrait de levure

Fuchsine

Gélose nutritive

G¢élose potato dextrose agar (PDA)
Glucose

Glycérine

Huile a immersion

Huile d’olive



Hydroxyde de sodium NaOH
Kovacs

Lugol

Nitrate et nitrite

Peptone

Sabouraud dextrose agar
TDA

Tryptone

O T B B T T I R

Violet de gentiane
% VpletVp2
2.3. Matériel biologique :
Constitué de levure Saccharomyces cerevisiae, des bactéries lactiques du yaourt
Streptococcus thermophiles et Lactobacillus bulgaricus, deux isolats nommés G (source
hydrothermale de Guelma) et R (rhizobactérie) fournis par I’encadreur.
3. Méthodes
3.1. Echantillonnage :
Les échantillons ont été collectés dans un flacon stérile, au mois de mars2023, a partir des
effluents de la tannerie de Jijel. Les échantillons recueillis ont été transportés au laboratoire
et conserves.
3.2. Analyses physico-chimiques(Rodier, 2009)
3.2.1. Dosage du chrome(VI) :
3.2.1.1. Principe :
En solution légerement acide, le Cr(VI) réagit avec diphénylcarbazide (DPC) pour donner

une coloration rouge violet susceptible d’un dosage par spectrophotométrie.

3.2.1.2. Mode d’opératoire :
- Acide sulfurique
- Solution d’acide sulfurique
- Eau distillée
- Acide sulfurique
Verser avec précaution 5 ml d’acide sulfurique dans un 50 ml d’eau. Aprésrefroidissement,
transvaser dans une fiole jaugée de 50 ml. Ajuster le volume
- Alcool éthylique
- Solution acide DPC



» 0.2 gDPC
» 10 ml alcool éthylique

» 40 ml Solution d’acide sulfurique

Conservée au réfrigérateur et en flacon teinté, cette solution et stable un mois environ

Préparer a partir de la solution fille des dilutions couvrant la gamme de la concentration

souhaitée.

A/ Etablissement de la courbe d’étalonnage :

Dans une fiole jaugée bouchée émeri introduit 50 ml d’eau a analyser et 3 ml de la
solution acide de DPC

Agiter et laisser au repos 10 minutes.

Préparer un témoin dans les mémes conditions avec 50 ml d’eau distillée.

Effectuer les lectures au spectrometre a la langueur d’onde de 540 nm et tenir compte
de valeur lue pour letémoin.

Se reporter a la courbe d’étalonnage

3.2.2. Détermination de laconductivité et salinité

3.2.2.1. Principe :

La conductivité électrique d’une eau est la conductance d’une colonne d’eau comprise entre

deux électrodes métalliques. La mesure de la conductivité permet d’apprécier la quantité de

sels dissous (degré de minéralisation) dans I’eau.

3.2.2.2. Mode d’opératoire :

La détermination de la conductivité et salinité se fait a ’aide de 1’appareiller multi-
parameétres

Le ringage de I’appareil avec I’eau distillée,

Immerger 1’¢lectrode de I’appareil dans la solution a analyser jusqu’a la stabilisation
de la conductivité et la salinité.

Lire le résultat sur I’appareil.



Figure 1: Appareil multi-paramétres (multi3420).

3.3. Analyse microbiologique :
Toutes les manipulations ont été effectuées pres du bec Bunsen pour assurer I’asepsie.
3.3.1. Préparation des milieux de culture :
3.3.1.1. Principe :
Ensemencement.
3.3.1.2. Mode opératoire :
e Dans un bécher de 1000 ml préparer la gélose Sabourauden versant 32.5 g avec 'eau
distillée jusqu'a 500 ml
e Dans un bécher de 1800 ml préparer 28 g de gélose nutritive avec 1000 ml de 1'eau
distillée.
e Dans un bécher de 1000 ml préparer le bouillon nutritif en versant 20 g avec l'eau
distillée jusqu'a 500 ml
e Placer les trois béchers sur les plaques chauffante avec agitation jusqu’a ¢ébullition
e Transvaser les milieux dans des flacons pour stérilisation a 120°Cpendant 20 min
e Verser les géloses en surfusion dans des boites de pétri.
NB : Nous procédons de la méme maniere en ajoutant du dichromate de

potassium dans les milieux de culture.



Figure2: Milieux de culture coulés dans les boites de pétri

3.3.2. Mise en culture :

La mise en culture ou ensemencement vise a favorise la multiplication des microorganismes
sur un milieu nutritif solide (GN,Sabouraud), nous avons utilis¢ la technique
d’ensemencement par épuisement en stries(Ghezlane-Tebibel et al., 2008)..

La répartition des boites se fait selon le tableau suivant

Tableaul : Les compositions des boites de pétri

Les composants Le nombre de boite
G¢élose+ dichromate 03

Gélose+ bactéries lactiques 01

Gélose+ dichromate + bactéries lactiques 01

Gélose + dichromate + levure 01

Gélose+ levure 01

Gélose + MRS + échantillons 02

G¢élose + MRS + bactéries lactiques 02

Gélose + dichromate + MRS + bactéries | 02

lactiques




3.4. Identification des isolats :

L’identification des bactéries isolées a été réalisée a 1’aide d’une étude morphologique,
physiologique et biochimique.

3.4.1. Observation macroscopique :

Le premier examen effectu¢ a partir de 1’isolement apres incubation.

3.4.1.1. Pour les bactéries :

Le premier caractére important dans la description de la colonie et sa forme générale de
nombreuses especes bactériennesformait des colonies rondes. Cependant d’autres donnent
des colonies aux formes plus ou moins vari¢es. En plus d’autres caractéristiques telles que :
le conteur, la surface, la couleur.

3.4.1.2. Pour les champignons

La détermination d’un champignon se fait en utilisant des critéresmacroscopiques de forme,
de couleur d’odeur.

3.4.2. Observation microscopique :

Etudier la morphologie microbienne au microscope photonique, ¢’est recherché la forme des
bactéries et leur mode de groupement.

3.4.2.1.Etat frais :

L’état frais est I’observation microscopique entre lame et lamelle de microorganisme vivant
qui permet de mettre en évidence les 3M ; morphologie, mobilité, mode de regroupement.
L’observation a été réalisée par un microscope optique (objectif x10 et x40).

3.4.2.2. Colorationde Gram :

Elle permet de distinguer les bactéries Gram positif des Gram négatif, cette distinction est
fondamentale pour leur identification.La coloration de Grampeut étre obtenue suivant divers
protocoles techniquesnormalisée, obéissant tous aux mémes principes et comprenant les
mémes étapes : fixation,coloration, décoloration et contre-coloration.

L’un des protocoles les plus usuels se déroule selon les étapes suivantes :

-Etalement et fixation par la chaleur de la suspension bactérienne sur une lame

- Coloration pendant une minute au violet de Gentiane ;

- Ringage a I’eau ;

- Coloration au lugol pendant une minute ;

- Ringage a I’eau ;

- Décoloration a 1’éthanol a 95° jusqu’a élimination du colorant (environ 20s) ;

- Ringage a I’eau ;



- Contre- coloration pendant 1 a 2 minutes par une solution de fuschine diluée ;

- Ringage a I’eau.

Aprées séchage, la lame peut étre observée au microscope avec un objectif a immersion x100.
Les bactéries a Gram positif apparaissent en violet et les bactéries a Gram négatif en rose

(Bousseboua, 2002).
3.5. Identification biochimique :

L’utilisation de la galerie miniaturisée API 20* nous permettra d’identifier les souches testées

Fionre 3 : Galerie Ani?0F

3.5.1. Mode opératoire :

e Préparation de la galerie :

Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ Sml d'eau distillée stérile
dans les alvéoles pour créer une atmosphere humide ;

Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite ;

Sortir la galerie de son emballage ;

Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation.

e Préparation de I’inoculum :

Préparer une suspension bactérienne dans 10 ml d’eau physiologique stérile a partir d’une
culture pure et jeune sur milieu Hektoen puis mettez dans 1’étuve 37°C pendant 1 heure.

e Ensemencement de la galerie API 20E :

Introduire la suspension bactérienne dans chaque tube a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile,
pointe appuyée a I’intérieur et sur le c6té pour éviter la formation de bulles d’air ;

Pour les caracteres soulignés ADH, LDC, ODC, H2S, URE, ensemencer le tubule par la

suspension et la cupule par I’huile de vaseline stérile ;



Pour les caractéres encadrés VP, CIT, Gel, ensemencer le tubule et la cupule par la
suspension ;
Pour les caractéres non encadrés, non soulignés ensemencer uniquement le tubule par la

suspension.

3.5.2.Lecture de la galerie :

Pendant I'incubation, le métabolisme bactérien produit des changements de couleur qui sont
soit spontané, soit révélés par 1'ajout de réactifs. Apres incubation, la lecture de la galerie doit
se faire en se référant au tableau de lecture. Si trois tests ou plus (test GLU + ou -) sont
positifs, noter sur la fiche de résultats toutes les réactions spontanées puis révéler les tests
nécessitant 1’addition de réactifs :

> Test TDA : ajouter une goutte de réactif TDA. Une couleur marron-rougeatre indique
une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

> Test IND : ajouter une goutte de réactif Kovacs. Une couleur rose diffusant dans toute
la cupule indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

> Test VP : ajouter une goutte de réactif VP1 et VP2. Attendre au minimum 10
minutes. Une couleur rose ou rouge indique une réaction positive a noter sur la fiche de
résultats. Une faible coloration rose apparaissant aprés 10 minutes doit étre considérée
négative.

> Note : le test de la recherche de production d’indole doit étre réalis¢ en dernier, car
cette réaction libére des gaz qui risquent d’altérer I’interprétation d’autres tests de la galerie.
Ne pas remettre le couvercle d’incubation aprés 1’ajout du réactif.

e Interprétation :

L’identification a été réalisée a I’aide d’un logiciel d’identification (feuille Excel pour

I’identification microbienne) (Murray et al.,2003).



Figure 4 : Les réactifs de la lecture indirecte de I’API20E.

4. Test de biodégradation :

4.1. Préparation des prés cultures :

Dans des tubes stériles contenant chacun 4 ml de BN, ensemencer les trois isolats

sélectionnés pour le test de biodégradation, il s’agit du champignon (Ch), de la bactérie R et

la bactérie G. La pré culture nous permet de revivifier I’isolat, incuber a 37°C pendant 24h

ainsi la souche jeune pourra étre testé.

4.2. Préparation des milieux de fermentation

Stériliser 6erlenmeyer a 1’étuve a 180°C pendant 1h 30 mn

Refroidir les erlenmeyers

Mettre 100 ml d’eau minérale dans chaque erlenmeyer

Ajouter 1 ml de BN de chaque pré culture et 1 ml de source de carbone (huile d’olive)
Agiter rigoureusement pour faciliter le contact entre le microorganisme et la source
de carbone

Ajouter la solution de dichromate juste pour trois erlenmeyers

Incuber les erlenmeyer a température ambiante et & I’obscurité pendant 3 jours



2023/04/30 10:25

Figure 5: Fermentation en batch sans dichromate

Aprées les 3jours d’incubation, le volume de chaque erlenmeyer est divisé en deux , un
volume destiné pour le dosage du chrome (voir 3.2.1.) et l'autre destiné a la micro
encapsulation. Ceux destinés au dosage sont transvas¢ dans des flacons stérilesen ajoutant

dans chacun 3 ml d’acide sulfurique.

Figure 6 : Fermentation en batch avec dichromate

4.3.Récupération des biosurfactants:

Apres incubation des erlenmeyers, nous entamons une technique de séparation liquide
(Grady et al., 2019) pour récupérer les biosurfactants selon les étapes suivantes :

- Ajouter ’acétate d'éthyle au milieu de fermentation contenu dans les erlenmeyers (1v :1v)
- Transvaser le contenu de chaque erlenmeyer dans une ampoule a décantation

- Laisser a 1’obscurité tout une nuit pour faciliter la séparation de la phase organique et la
phase aqueuse.

- Récupérer la phase liquide dans un erlenmeyer et la phase organique dans un bécher



- Placer le bécher dans I’étuve a 37°C laisser jusqu’a évaporation du solvant

-Récupérer le biosurfactant pure.

2023/04/30 11:22

Figure 7 : Extraction liquide - liquide

4.4. Microencapsulation

4.1.1. Principe :

L’immobilisation de la biomasse microbienne dans des matrices polymeres lui confére une
rigidité et une résistivité thermique avec une porosité optimale pour des applications

pratique.

4.1.2. Mode d’opératoire :

e Préparer une solution d’alginate de sodium a 2% .

Stériliser a I'autoclave 120 °C pendant 15min.

e M:¢langer la solution d'alginate stérile avec 1 ml de suspension microbienne déja
préparée et homogénéiséeaseptiquement.

e Agitation manuelle douce

e Le mélange a été introduit dans une seringue stérile (2,5 ml).

e La pression manuelle exercée sur le piston de la seringue permettait de faire
tomber le contenu de la seringue goutte a goutte dans une boite de pétri
contenant une solution de coagulation de CaCl2a 0,05 Mstérile.

e Les billes formées ont ensuite laissé pendant une heure sous agitation douce.

e Apres 24h filtré les billes préalablement préparées a I’aide de papier filtrent.



e les billes retirées de la phase aqueuse et lavées trois fois avec de I'eau distillée
stérile pour éliminer le chlorure de calcium non li¢ de la surface des billes.
e Enfin les billes (I'encapsulat) filtrées puis conservés dans un sérum

physiologique stérile a 4°C pour une utilisation ultérieure.

3

Filtration

- Billes d"ALG
=" contenant des bactéries

N -
e LD

Figure 8:Protocole de I’encapsulation bactérienne dans alginate par extrusion

Figure 9 : Microbilles apres la filtration.
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1. RESULTATS

1.1. Caractéristique de I’échantillon :

Figure 10 : Effluent de tannerie |

L’observation macroscopique de I’effluent de la tannerie de Jijel montre les caractéristiques

mentionnées dans le tableau suivant

Tableau 2 : Les caractéres de I’échantillon ‘

Aspect Turbide
Couleur Marron foncé
Odeur Nauséabonde

1.2. Résultats des analyses physico-chimiques:
Les résultats obtenus des trois parameétres disponibles sont mentionnés dans le tableau ci-

dessous :



Tableau 3 : Résultats des paramétres physico-chimiques

Parameétres Unité Résultats Valeur limite
(Normenationale)
Cr (VD mg/1 0.1 0.5
Conductivité uS/cm 3.94 1500
Salinité Ms/cm 2 2800

D’apres les valeurs-limites, les résultats des parameétres physico-chimiques de 1’effluent de tannerie

obéissent aux normes.

1.3. Résultats de I’analyse microbiologique :

1.3.1. Résultat de I’observation macroscopique des boites ensemencées:




Figure 11 : Observation macroscopique des boites GN et Sabouraud

Tableau 4 : Résultats de ’ensemencement dans différentes milieux de culture

Sans dichromate Avec dichromate




Sabouraud

Sabouraud

GN

L

Sabouraud




Apres 3semaines d’incubation, 1’observation macroscopique nous a permis de sélectionner deux
isolats tolérant une dose de dichromate de potassium de I’ordre de 2 mg/ml le champignon et la
levure, des halos observés dans les boites de pétri signifie la capacité de dégradation du dichromate
de potassium.

1.3.2. Résultat des observations macroscopiques et microscopiques des souches sélectionnés :

Tableau S : L’observation macroscopique et microscopique des souches sélectionnées

L’observation macroscopique L’observation microscopique

Colonie beige moyenne bombée

Bacille immobile

Colonie beige moyenne bombée Bacille immobile




Colonie blanche cotonneuse Geotrichumsp.

1.4. Résultat de I’identification biochimique :
1.4.1.Lecture de la Galerie API 20 E:
Aprées 48h d’incubation a 37°C, dans quelles cupules doit-on rajouter des réactifs (TDA,Kovacs, VP1

et VP2, Nitrate et Nitrite) on obtient les résultats indiqués dans le tableau suivant :

Tableau 6 : la lecture de la Galerie de I’Api 20E

Bactérie

REACTIF E

ONPG

ADH

CDC

OoDC

CIT

_|_

H2S

URE

TDA TDA

KOVACS IND

VP1 + VP2 VP

GEL

NITRATE+NITRITE | GL4

MAN

+ +| | ] | ] ] | ] ] ] ] H] ] O

+ +| |+ ]+ H] +

INO




SOR + +
RHA + +
SAC + +
MEL + +
AMY + +
ARA + +

Figurel2:Résultats d’Api 20E des bactéries sélectionnées

Donc, a partir des résultats de I’API 20E , nous pouvons identifier les types de bactéries comme suit :
e labactérie R : Klebsiella Oxytoca .

e labactérie G :KlebsiellaOrnithinolytica .



1.5.Résultat du test de la biodégradation :
0.6

0.5
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Figurel3 : Taux de biodégradation du Cr(VI) par les trois souches sélectionnées.

Dans la fig.13 les Trois isolats ont montré une bonne capacité a réduire le Cr(VI) apres 3 jours
d’incubation en milieu liquide,cette réduction étant remarquable pour I’isolat G suivi par le
champignon puis par I’isolat R. L’ordre de dégradation des isolats selon leurs absorbance; bactérie G
(-0.0236nm),Champignon (0.0646nm) ; bactérie R (0.0786nm).Cette diminution du Cr(VI) dépend de

leur tolérance, résistance et capacité de dégradation.

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5 -
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0.3 -
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0.1 -

0 T - T —— T 1
echantillon brut  echantillion témoin bactérie R Bactérie G champignon

Figurel4 :Taux de biodégradation du Cr(VI) par les biosurfactants des trois

souches sélectionnées.

Dans la figure.14, seule le biosurfactant de la bactérie G qui a montré une bonne capacité a réduire le

Cr(VI) en milieu liquide dans un délai de 3 jours.



2. Discussion

Selon le résultat du dosage du Cr (VI) de ’effluent de tannerie de Jijel (Tableau 3), la
concentration est de I’ordre de 0.1mg/L, cette valeur est inférieure a la norme nationale ;la limite
autorisée de Cr (VI) adoptée en Algérie pour les effluents industriels est de 0.5mg/L selon le décret
exécutif n° 06-141 du 19 avril 2006 qui définit les valeurs limites des rejets d’effluents liquides
industriels (J.O.R.A., 2006).La limite autorisée de Cr (VI) selon US-EPA, est de moins de 0,05 mg/L
elle doit étre atteinte avant de déverser des eaux usées contaminées par du chromate dans
I’environnement (Sharma et Adholeya, 2011).
Les résultats de 1’observation macroscopique des boites de pétri ensemencées montrent que seule la
levure Saccharomycescerevisiae et le champignon Geotrichum qui ont pu tolérer et résister a une
dose de 2mg/ml de dichromate et ont pu aussi le dégrader, ce qui en fait des candidats potentiels
intéressants pour des investigations supplémentaires concernant leur capacité a éliminer les métaux
des eaux usées contaminées.
Selon Ezzouhri (2009), trente-six micro-organismes, représentés par des souches de champignons et
de levures, ont été isolés de sites contaminés par des métaux lourds a Tanger, au Maroc. Les
champignons filamenteux isolés appartenaient aux genres Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Alternaria et Geotrichum.
La levure Saccharomyce cerevisiae a également montré une capacité de tolérance remarquable ;selon
Gizaw et al.(2023) les levures sont trés actives en terme de séquestration du chrome hexavalent.
La bactérie G rattaché aKlebsiella Ornithinolyticaest une bactériechyperthermophiles (>80°C) isolée
de la station hydrothermale de Guelma a montré une capacité remarquable presque totale de
réduction du chrome.L’étude de ces microorganismes est devenue un domaine de recherche majeure
et fascinant pour les microbiologistes et les biochimistes. En effet, 1’utilisation de ces
microorganismes et de leurs métabolites et enzymes qu’ils sécrétent ont un large éventail
d’exploitation dans de nombreuses applications industrielles, agricoles et médicinales et offrent des
solutions potentielles aux dommages environnementaux (Maouchi& Medjdoub ,2020).
La bactérie R rattaché a Klebsiella oxytoca est une rhizobacterie qui peut étre classé commePGPR
Rhizobacteéries promotrices de la croissance des plantes (plant growthpromotingrhizobacteria ;
PGPR), elle a aussi montré sa capacité de dégradation.
Danish et al. (2019) et Gupta et al. (2019) ont montré¢ la tolérance au Cr (VI) de
Agrobacteriumfabrum ,Leclerciaadecarboxylata, Klebsiella sp. CPSB4 and Enterobacter sp.
CPSB49.

Aransiola et al. (2017) ont également montré que le genre Klebsiella est tres tolérant au chrome.



L’approche de microencapsulation des microorganismes et de leurs métabolites actifs dans la
biorémediation du chrome 6 a ét¢ entamée pour I'utiliser dans la station pilote située dans

I’O.N.E.D.D ; malheureusement cette dernicre étape n’a pas été réalisée.



Conclusion




Conclusion

CONCLUSION

Cette étude visait a développer un agent de bioremédiation avec des cellules bactériennes comme
composantspour le traitement des effluents de tannerie source de contamination par le chrome
hexavalent.

Ce modeste travail nous a permis de tester la capacité de tolérance, de résistanceet de dégradation du
chrome hexavalent.

Nous pouvons conclure que nous avons pu sélectionner une bactérie hyperthermophile Klebsiella
ornithinolyticapossédant un potentiel remarquable comparé aux autres isolats.

Ces résultats préliminaires semblent indiquer un candidat de choix qu’il faut explorer dans le
domaine de bioremediation pour dégradé du chrome hexavalent.

Cependant, 1'application réelle de la technologie de bioremédiation est toujours confrontée a un défi

majeur.
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