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Introduction
Au cours des deux dernières décennies, une attention particulière a été accordée à la

gestion de la pollution de l’environnement et à son contrôle dû aux matières dangereuses. Les

métaux lourds, tels que le plomb et l'argent, sont des éléments omniprésents dans notre

environnement, souvent libérés par des activités humaines telles que l'industrie minière, la

production de batteries et la pollution atmosphérique. Leur présence accrue dans les

écosystèmes aquatiques et terrestres peut avoir des conséquences dévastatrices sur la

biodiversité et la santé humaine. La décontamination des métaux lourds dans le sol et l’eau

autour des installations industrielles est un défi depuis longtemps (Umrania, 2006).

Plusieurs méthodes ont été mises au point pour la remédiation des métaux lourds,

parmi lesquelles les méthodes physico-chimiques (conventionnelles) telles que l'échange

d'ions, les techniques électrochimiques d'oxydoréduction, la filtration sur membrane et la

précipitation, Les inconvénients des méthodes conventionnelles sont l'incapacité de ces

méthodes à détoxifier les métaux lourds de façon permanente (Sun et al., 2020), en plus du

coût de l'efficacité et des sous-produits dangereux produits par le processus d'élimination.

Cependant, la méthode conventionnelle est considérée comme efficace pour les grandes

zones contaminées par de faibles quantités de métaux lourds et pour les zones locales

fortement polluées (Abo-Alkasem et al., 2023).

La construction d'une nouvelle technologie qui met l'accent sur l'élimination complète

des métaux lourds représente un défi pour les scientifiques, l'utilisation de la bioremédiation

est devenue plus courante et elle est généralement considérée comme prometteuse en raison

de ses nombreux avantages. De nombreux micro-organismes, notamment des bactéries, des

actinomycètes, des champignons, des levures et des algues, peuvent être utilisés dans la

bioremédiation des métaux lourds du sol et de l’eau (Abo-Alkasem et al., 2023).

Parmi les diverses stratégies de bioremédiation, l'utilisation de bactéries halophiles, des

micro-organismes adaptés aux environnements salins, se révèle prometteuse. La présence des

métaux lourds stimule les microorganismes à développer des mécanismes de résistance et

d’adaptation à ces environnements. L’accumulation des métaux lourds par les halophiles

affecte leur croissance et leur pigmentation.

Cette recherche explore : les capacités des souches halophiles à détoxifier les métaux

lourds dans des milieux salins, ouvrant ainsi la voie à des solutions novatrices pour atténuer
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les impacts des polluants métalliques dans notre environnement, ainsi les effets des métaux

lourds sur ces souches halophiles.

Dans cette étude, nous avons testé deux souches halophiles sous l’appellation « F1 et F2 »,
en présence de deux métaux lourds, pour cela nous avons fait :

-Une revivification et vérification de la pureté des souches F1 et F2.

- Un suivi de la croissance bactérienne des deux souches en présence du plomb et d’argent.

-Une extraction des pigments pour déterminer l’effet des métaux lourds sur la pigmentation
des bactéries.

-Des mesures des biosurfactants produits en présence des métaux lourds.

-Réalisation de la technique de spectrophotomètre d’absorption atomique SAA pour étudier

la bioaccumulation du plomb et d’argent par les cellules bactériennes halophiles étudiées.

Notre mémoire est structuré en trois chapitres principales : Le premier chapitre englobe

une synthèse bibliographique, abordant des généralités sur les halophiles, leurs mécanismes

variés, les métaux lourds, ainsi que le processus de bioremédiation. Le deuxième chapitre

détaille le matériel et les méthodes utilisés pour mener à bien notre étude. Le troisième

chapitre expose les résultats obtenus et les discussions qui les accompagnent. Enfin, nous

concluons par une synthèse générale et des perspectives.



Synthèse
Bibliographique
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I Synthèse bibliographique

I.1 Les environnements hypersalins

Les environnements extrêmes sont abondants à travers notre planète. Par exemple, environ

70% de la biosphère fait face à une forte pression (Picard & Daniel, 2013), incluant des

écosystèmes froids dans l'Arctique et l'Antarctique, des déserts très arides comme le Sahara

en Afrique du Nord, des volcans, des fosses océaniques profondes, des lacs hypersalins, des

sources hydrothermales, et d'autres. Les "environnements hypersalins" désignent ceux où la

concentration de sel dépasse celle de l'eau de mer (environ 3,5% en poids/volume dans l'eau

de mer contre jusqu'à 35% en poids/volume dans les saumures). On trouve ces

environnements dans des écosystèmes tels que les lacs intérieurs, les lagunes, les salines, les

marais ou les étangs salés côtiers/intérieurs. Ils sont relativement répandus dans des pays

comme les États-Unis d'Amérique, le Mozambique, l'Algérie, l'Espagne ou le

Canada(McGenity & Sorokin, 2010).

Ces environnements abritent la majorité de la biomasse terrestre (Acerbi et al., 2017), avec

une grande diversité de vie connue sous le nom d'Extrêmophiles, qui peuvent survivre et se

développer dans des conditions anormales dans un ou plusieurs paramètres.

I.2 Les extrêmophiles

La vie sur Terre a émergé et prospéré dans des conditions extrêmes primitives telles que

l'acidité, l'alcalinité, les températures basses ou élevées, les altitudes élevées, la salinité

élevée, les pressions élevées, etc. Selon le type d'environnement dans lequel ils vivent, Six

grandes catégories d’extrêmophiles sont reconnues :

(i) Les thermophiles sont des organismes qui nécessitent des températures de croissance

optimales de 50 °C ou plus, voire entre 80°C et 110°C dans le cas des hyperthermophiles.

(ii) Les halophiles sont des organismes qui ont besoin d'une concentration saline de 3 % à

30 % pour leur développement.

(iii) Les psychrophiles sont des organismes qui dépendent de températures de croissance

optimales de 15 °C ou moins et qui ne peuvent pas se développer au-dessus de 20 °C.

(iv) Les alcaliphiles se développent dans des environnements ayant un pH supérieur à 10.
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(v) Les acidophiles sont des organismes dont la croissance optimale se situe à un pH égal ou

inférieur à 2.

(vi) Les piézophiles ou barophiles prospèrent dans des environnements soumis à une

pression hydrostatique élevée(Durvasula & Rao, 2018).

Parmi ces extrêmophiles, on retrouve les halophiles, des organismes qui nécessitent du sel

pour leur croissance et pour maintenir leur intégrité cellulaire. Ces microorganismes peuvent

prospérer dans des environnements salins où la plupart des autres organismes ont du mal à se

développer. Le sel joue un rôle essentiel dans leur survie et leur développement, ce qui les

distingue des autres formes de vie(Kanekar & Kanekar, 2022b)

I.3 Les microorganismes halophiles

I.3.1 Définition

Sont des microorganismes qui aiment le sel et vivent dans des environnements salins, et ils

se développent de manière optimale en présence de 3 à 30 % de NaCl. Ils comprennent

principalement des microorganismes procaryotes et eucaryotes ayant la capacité d'équilibrer

la pression osmotique de l'environnement et de résister aux effets de dénaturation des sels.

Les halophiles ont été identifiés dans des sédiments marins situés jusqu'à 1922 mètres sous le

fond marin (Inagaki et al., 2015; Ismail et al., 2014). Ces microorganismes ont été trouvés à

jouer un rôle essentiel dans les processus bioénergétiques du sol (Vera-Gargallo & Ventosa,

2018) ainsi que dans la conservation des aliments (Gibtanet al., 2017; Henrietet al., 2014).

De manière remarquable, on les a également détectés dans le microbiote intestinal humain

(Landrigan et al., 2018). Il existe des halophiles aérobies et anaérobies, hétérotrophes,

phototrophes et chimio-autotrophes (Elevi Bardavid et al., 2008).

I.3.2 Classification

Différentes classifications ont été suggérées pour caractériser ces microbes en fonction de

leur capacité à tolérer la salinité. Les définitions pour les halophiles ont été formulées par

Donn Kushner (1978), qui a proposé différentes catégories (Manirethan et al., 2018).

Kushner et Kamekura (1988) ont proposé le schéma le plus largement utilisé, pour

classifier les micro-organismes halophiles en fonction de leurs besoins et de leur tolérance au

sel (Edbeib et al., 2016) :
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 Les halophiles extrêmes ont une croissance optimale dans des environnements

contenant 15 à 30 % de Na Cl (équivalent à 2,5 à 5,2 M de Na Cl).

 Les halophiles modérés ont une croissance optimale dans des environnements

contenant 3 à 15 % de Na Cl (équivalent à 0,5 à 2,5 M de Na Cl).

 Les halophiles légers ont une croissance optimale dans des environnements

contenant

1 à 3 % de Na Cl (équivalent à 0,2 à 0,5 M de Na Cl).

 Les micro-organismes non-halophiles ont une croissance optimale dans des

environnements contenant moins de 1 % de Na Cl (équivalent à 0,2 M de Na Cl).

 Les micro-organismes halotolérants sont des non-halophiles capables de tolérer des

concentrations élevées de Na Cl(Amoozegaret al., 2017).

Les halophiles se trouvent dans les trois domaines de la vie, à savoir les bactéries, les

Archaea et les Eukarya, comme illustré dans la Figure 1 (Quillaguamánet al., 2010; Wang

et al., 2015). Chacun de ces domaines comprend un grand nombre d'extrêmophiles connus

pour leur diversité remarquable en termes de morphologie, de biochimie, de génomique et de

biosynthèse de nombreux composés adaptatifs (Durvasula & Rao, 2018).

Figure 1 : Répartition des halophiles au sein des trois domaines du vivant. Les
groupes annotés en rouge contiennent au moins un halophile (Ciccarelli et al.,

2006).
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 Les haloarchaeas

Les archées halophiles, également appelées haloarchaeassont considérées comme des

halophiles obligatoires (Martijn et al., 2020), qui se développent dans des écosystèmes

modérément à extrêmement salins tels que les roches salines, les lacs de soude hypersalins,

les marais salants marins, les sédiments et les saumures(Andrei et al., 2012) sont des espèces

aérobies ou anaérobies facultatives, pigmentées en rouge, qui se développent dans des

conditions extrêmement halophiles (1,5 à 5,0 M de Na Cl), à la saturation ou près de la

saturation en NaCl(Sankhla et al., 2016), et la plupart des espèces nécessitent 2 à 4 M de

NaCl(Mazgueneet al., 2018; Qin et al., 2014; Uzomaet al., 2015).

De plus, les formes cellulaires des haloarchaeas sont très diverses et peuvent être observées

sous des formes simples telles que des bâtonnets, des cocci ou des disques, ou sous des

formes plus inhabituelles comme des triangles, des carrés ou des formes pléomorphes

(Amoozegar et al., 2017).

 Les bactéries halophiles

Les bactéries halophiles présentent une grande diversité de tailles et de formes et vivent dans

des conditions de stress salin variables (Rajendran, 2015). Ces espèces bactériennes peuvent

être aérobies, anaérobies, chimio hétérotrophes, photo hétérotrophes et/ou photo

autotrophes(Edbeib et al., 2016).

Contrairement aux archées halophiles, les espèces bactériennes découvertes sont réparties

dans de nombreuses branches phylogénétiques différentes, et elles peuvent être modérément

ou extrêmement halophiles. Le domaine Bactéries comprend de nombreux organismes

halophiles et halotolérants qui se diffusent dans différents taxons bactériens, et les vrais

halophiles sont bien connus dans le phylum (Hozzein, 2015).

 Les Eucaryotes halophiles

Les écosystèmes hypersalins abritent une grande variété de microorganismes où les

eucaryotes microbiens peuvent s'adapter et survivre(Cantrell et al., 2006). Cependant,

curieusement, ces genres ont reçu beaucoup moins d'attention et ont souvent été traités de

manière simpliste, ce qui rend difficile la compréhension de leur diversité par rapport aux

bactéries et aux archées halophiles (Harding et al., 2017; Harding & Simpson, 2018; Park
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& Simpson, 2015). Les Eucaryotes halophiles les mieux connus sont les protistes

(protozoaires) et plusieurs catégories d'algues et de champignons.

I.3.3 Mécanismes d'adaptation des microorganismes halophiles dans

l'environnement hypersalin

Les extrêmophiles utilisent différentes stratégies pour adapter leurs membranes et leurs

protéines membranaires aux différentes conditions extrêmes dans lesquelles ils se

développent. De plus, ils sont capables d'adapter les propriétés de leurs membranes

cytoplasmiques en réponse aux changements dans l'écosystème en variant les compositions

lipidiques (Albers et al., 2001).

Les halophiles possèdent la remarquable capacité d'équilibrer la pression osmotique de leur

environnement, ce qui leur permet de résister aux effets dénaturants du sel. Cette adaptation

spécifique leur confère des caractéristiques biologiques et écophysiologiques particulières

(DaSarma & Arora, 2002; Elevi Bardavid et al., 2008; Nayak et al., 2012).

Ces halophiles dépendent de deux stratégies de base : la première est la stratégie du "sel à

l'intérieur" en accumulant du sel à l'intérieur de la cellule, et la deuxième est la stratégie du

"sel à l'extérieur" en accumulant des concentrations élevées de solutés compatibles, qui

jouent un rôle important dans l'adaptation aux conditions salines (Raval et al., 2018).

L’accumulation d'ions inorganiques

Principalement KCl pour équilibrer la pression osmotique (Yin et al., 2015).

L'accumulation de potassium et de chlorure à l'intérieur du cytoplasme aide la machinerie

cellulaire à éviter la perte d'eau vers l'environnement (Jehlicka et al., 2012) (Gohel et al.

2018 ; Oren 2012). Cela permet l'équilibration du sel lorsque l'environnement est saturé de

NaCl, empêchant ainsi le choc osmotique (Delgado‐García et al., 2012).

Seuls quelques groupes d’halophiles utilisent du sel (principalement KCl) pour maintenir

l'équilibre osmotique avec le milieu extérieur (Quillaguamán et al., 2010).

Stratégie de synthèse et d'accumulation d'osmolytes (stratégie de faible apport en

sel)

Repose sur l'accumulation de concentrations élevées de solutés organiques compatibles,

permettant ainsi de maintenir un cytoplasme iso-osmotique ou légèrement hyper osmotique



Chapitre I synthèse bibliographique

9

par rapport à son environnement (Mesbah et al. 2014). De plus, les composés organiques

qui sont osmotiquement actifs, de faible poids moléculaire et hautement solubles dans l'eau,

sont soit captés par l'environnement par des mécanismes de transport spécifiques, soit

synthétisés par l'organisme en tant que stratégie pour prévenir la dénaturation des protéines

par un excès de sel (précipitation des protéines) à proximité de la cellule.

Ce système d'ajustement comprend la biosynthèse et l'accumulation intracellulaire de solutés

organiques non chargés et hautement solubles dans l'eau, qui réduisent l'activité

thermodynamique de l'eau afin de compenser la pression osmotique externe (Oren et al.,

2002).

De plus, l'accumulation de solutés compatibles peut se produire par biosynthèse de novo, à

partir de matériaux de stockage ou par absorption du milieu environnant (Kumar et al.,

2014). Ces solutés ont pour fonction d'équilibrer la pression osmotique interne avec la

pression osmotique externe pour maintenir l'intégrité cellulaire ; ils peuvent être des ions

inorganiques tels que le potassium (Delgado‐García et al., 2012)ou des molécules

organiques (Gohel et al., 2018). En général, il existe une grande variété de ces solutés

organiques osmotiques ; par exemple, l'algue unicellulaire halotolérante Dunaliella salina

utilise le glycérol, les cyanobactéries halophiles produisent du glucosyl-glycérol ou de la

bétaïne glycine, et de nombreuses bactéries hétérotrophes synthétisent de l'ectoïne, de

l'hydroxyectoïne, d'autres acides aminés et dérivés (proline, acide glutamique, glutamine,

glycine), des sucres simples et des dérivés de sucres (sucrose, tréhalose, glucosyl-glycérol).

De plus, un grand nombre de bactéries anoxygéniques phototrophes sont capables de produire

de la bétaïne glycine (Oren, 2006).

I.3.4 Les mécanismes de résistance aux métaux lourds chez les procaryotes et leur

présence chez les halophiles.

La résistance aux métaux chez les bactéries et les archées peut être obtenue par des

mécanismes passifs tels que la séquestration de métaux extracellulaires ou intracellulaires,

ainsi que par des mécanismes actifs tels qu'un efflux métal-spécifique intensifié,

parallèlement à la répression de l'absorption et de la détoxification enzymatique par réduction

et/ou volatilisation d'ions métalliques (Nies, 1999).

Outre les mécanismes constitutifs, des réponses génomiques induisibles aux niveaux de stress

élevés causés par les métaux lourds ont été observées. Des ajustements transcriptionnels
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systémiques à court et long terme visent à réduire l'absorption des métaux et à diminuer leur

toxicité subséquente. Par exemple, chez Halobacterium NRC-1, une réponse

transcriptionnelle rapide a été observée, avec plus de 20 % des 2400 gènes traduits dans les

25 minutes suivant une exposition soudaine à un métal toxique (comme le Fe2+ à des

niveaux élevés), illustrant d'importants ajustements physiologiques pour maintenir

l'homéostasie (Kaur et al., 2006). Généralement, ces réponses sont temporaires et, lorsque

les micro-organismes s'adaptent aux métaux présents dans leur environnement, les niveaux de

transcription des gènes codant pour la réponse initiale reviennent à des valeurs normales

(Srivastava & Kowshik, 2013).

I.3.5 Biotechnologie des halophiles

La biotechnologie a une grande valeur dans de nombreux domaines, que ce soit dans

l'industrie ou dans notre vie quotidienne. Les bactéries et les archées extrêmement halophiles

sont particulièrement intéressantes car elles sont reconnues pour leur capacité à produire des

composés d'intérêt industriel et des produits biotechnologiques variés tels que des

biopolymères, des exopolysaccharides, des hydrolases, des amylases, des cellulases, des

protéases et des lipases (Hedi et al., 2014). De plus, elles sont capables de fournir des

composés organiques tels que des antimicrobiens et des enzymes, qui restent actives même

dans des conditions salines. Ces micro-organismes peuvent également produire des pigments,

des solutés compatibles qui agissent comme des protecteurs contre le stress, ainsi que des

lipides hautement stables et actifs dans des conditions extrêmes (Quadri et al., 2016). Leur

utilisation dans la bioremédiation des eaux usées salines est également envisageable

(Rodriguez-Valera, 1992). En somme, les halophiles offrent un éventail d'applications

potentielles dans le domaine de la biotechnologie et représentent une ressource précieuse

pour le développement de technologies innovantes.

I.3.5.1 Enzymes des halophiles

Les microorganismes halophiles sont connus pour leur capacité à produire des enzymes

stables, dont beaucoup sont polyextrémophiles, ce qui les rend particulièrement intéressantes

pour des applications biotechnologiques variées. Les possibilités d'utilisation des

extrémotymes (enzymes extrémophiles) ont été examinées de manière approfondie par

Gomes et Steiner (2004). Les enzymes issues des halophiles ont été mises à profit dans

l'industrie alimentaire, les détergents à lessive et l'industrie textile (Setati, 2010).
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DasSarma et DasSarma (2015) ont fourni des informations à jour sur les enzymes

halophiles qui fonctionnent à des niveaux de salinité très élevés. Des analyses génomiques et

structurales ont révélé que les enzymes des archées et des bactéries halophiles présentent une

charge négative due à un excès de résidus acides par rapport aux résidus basiques, ainsi

qu'une hydrophobicité modifiée, leur permettant de fonctionner dans des environnements à

faible activité de l'eau. Cela confère aux enzymes halophiles leur stabilité et leur solubilité

dans de telles conditions, les rendant utiles dans les processus industriels impliquant des

solvants organiques.

Dans une autre revue, Waditee-Sirisattha et al. (2016) ont exploré les populations

microbiennes diverses des environnements hypersalins. Les halophiles hébergent des

composés bioactifs, des solutés compatibles et des enzymes hydrolytiques novatrices. Les

auteurs ont également discuté des applications biotechnologiques prometteuses de ces

biomolécules intéressantes.

I.3.5.2 Enzymes hydrolytique

Les enzymes hydrolytiques sont utiles dans diverses applications analytiques et industrielles.

Elles convertissent les molécules chimiques en acceptant des molécules d'eau comme substrat.

Les microbes halophiles synthétisent naturellement ces enzymes. Les protéases et les

amylases sont des enzymes commercialement importantes qui jouent un rôle essentiel dans

les applications biotechnologiques.

Les souches archéennes halophiles sont également examinées dans la production d'enzymes

hydrolytiques telles que les estérases, les kératinases, les lipases, les amylases, les cellulases,

les protéases et les pectinases.

Kératinase

Les enzymes kératinolytiques ont suscité plus d'attention ces dernières années car elles

peuvent hydrolyser des substrats kératinolytiques insolubles. La kératinase est utilisée dans la

plupart des secteurs de la biotechnologie (aliments pour animaux, biofertilisants, détergents et

programmes biochimiques ( Gupta,Ret al.,2013)

Amylase
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L'amylase est utilisée comme adjuvant pharmaceutique pour traiter les problèmes digestifs.

Elle est également utilisée dans diverses industries telles que l'agroalimentaire, le textile, les

détergents, le papier et les produits chimiques. (ahoo .S., Roy S., Maiti S., (2016)

Protéase

Les protéases sont utilisées dans les industries médicales, des détergents et de la

transformation des aliments (Rai et al., 2016).Les bactéries halotolérantes sont impliquées

dans la synthèse de l'enzyme protéase. La production de protéase à l'échelle industrielle

présente des défis de contamination importante et de coût élevé. Les bactéries halophiles sont

utilisées pour éviter la contamination pendant le processus de fermentation et sont également

impliquées dans la synthèse de peptides.

Cellulase

La cellulase agit comme un catalyseur dans l'hydrolyse des liaisons β-1, 4 de la cellulose pour

fournir des sous-unités monomères d'importance industrielle. La cellulase trouve des

applications dans l'industrie de la pâte et du papier, de la lessive, de l'alimentation animale, de

l'industrie textile, de la brasserie et de la production de biocarburants. Elle est principalement

utilisée dans la biocatalyse des solvants organiques (Garg et al., 2016).

I.3.5.3 Production de pigments

Les caroténoïdes sont l'un des pigments cruciaux qui ont attiré l'attention en raison de leurs

caractéristiques uniques. Ils contiennent une grande quantité de vitamine A. Les bactéries, les

archées et les algues halophiles produisent des caroténoïdes lorsqu'ils sont cultivés en

laboratoire. Ce pigment est utilisé comme alimentation animale, colorant alimentaire,

complément alimentaire et antioxydant dans les industries pharmaceutiques et

cosmétiques(Brassard et al., 2017).

I.3.5.4 Production de bioplastiques; Polyhydroxyalcanoates (PHA)

Au cours des deux dernières décennies, le plastique est devenu un important polluant

environnemental, ce qui a conduit à son interdiction dans de nombreux pays. Les déchets

plastiques créent de nombreux problèmes dans l'environnement. Il y a eu une amélioration

considérable ces dernières années dans la fabrication de plastiques biodégradables.
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Il est communément connu sous le nom de polyhydroxyalcanoate et est accumulé de manière

intracellulaire sous forme de granules par les eubactéries ainsi que les archées en tant que

réserves de carbone et d'énergie. Le plastique biodégradable est un polyester d'hydroxyacides

appelé polyhydroxyalcanoate ou PHA(Kanekar& Kanekar, 2022a).

Halomonasnitroreducens est une bactérie halophile qui produit un polymère selon les

résultats d'études utilisant des techniques spectroscopiques FTIR, DSC, GPC et EDX. Elle

accumule des polyhydroxyalcanoates pendant la production de polymères. Le genre

Halomonas, notamment l'espèce Marinobacter, a montré une forte production

d'exopolymères.

I.3.5.5 Biosurfactants

Les biosurfactants sont un groupe diversifié de molécules tensioactives synthétisées par des

micro-organismes. Comparés aux tensioactifs chimiques, les biosurfactants présentent des

propriétés uniques telles qu'une faible toxicité, une concentration micellaire critique (CMC)

plus basse et une plus grande sélectivité (Wang et al., 2019). Les biosurfactants produits in

situ par les micro-organismes peuvent réduire la tension interfaciale entre l'huile et l'eau (IFT),

modifier la mouillabilité du substrat et favoriser la libération d'huile dans les milieux poreux.

De plus, les biosurfactants peuvent faciliter la formation d'émulsions huile-dans-eau,

améliorant ainsi la biodégradation des hydrocarbures présents dans l'eau produite.

Les microorganismes halophiles, lorsqu'ils sont soumis à un traitement, montrent une activité

plus élevée à pH élevé, température élevée et concentration de sel élevée. Ils ont la capacité

de dégrader les composés organiques et de les convertir en nutriments grâce à des enzymes

hydrolytiques.

I.3.5.6 Biotechnologie alimentaire

Les halophiles sont impliqués dans des méthodes anciennes de production de sel solaire à

partir d'eau de mer. Ils sont également utilisés dans la production de quelques produits

alimentaires fermentés traditionnels avec l'aide de bactéries fermentatives halophiles. Parmi

les exemples de produits alimentaires fermentés figurent le "jeotgal", un produit marin

fermenté coréen populaire, le "fugunokonukazuke", un aliment japonais préparé par

fermentation des ovaires de poisson-globe salés dans le son de riz, et le "nam-pla", une sauce

de poisson thaïlandaise. Les bactéries fermentatives halophiles sont utilisées pour la

fermentation de poissons et de crevettes. Elles sont également utilisées dans la production de
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compléments alimentaires tels que les acides gras polyinsaturés à longue chaîne.

Halalkalicoccusjeotgali est une souche isolée à partir de crevettes "jeotgal".(Thongthai et

al.,1992).

I.3.5.7 Biodégradation

Les bactéries fermentatives anaérobies halophiles ont le potentiel d'être utilisées dans le

traitement anaérobie des eaux usées salines. Ces microorganismes sont utilisés pour dégrader

les métaux lourds et les composés organiques. H. praevalens et O. marismortui sont des

bactéries fermentatives halophiles utilisées dans la biodégradation du nitrobenzène, de l'o-

nitrophénol, du m-nitrophénol et du p-nitrophénol qui produisent d'excellents résultats en 24

heures.

I.3.5.8 Autres application biotechnologiques

D'autres applications biotechnologiques des halophiles ont été mises en évidence par

Amoozegar et al. (2019) dans le domaine de la production de biocarburants. Les activités

microbiennes jouent un rôle clé dans la dégradation de substrats tels que les sucres, l'amidon,

les déchets agricoles et animaux. De nombreux processus de production industrielle se

déroulent en présence de concentrations élevées de Na Cl. C'est pourquoi l'attention se porte

sur les halophiles en vue de leur utilisation dans la production de biocarburants. Corral et al.

(2020) ont effectué une revue des recherches sur les molécules produites par les

microorganismes halophiles présentant une activité antimicrobienne et anticancéreuse. Les

mécanismes d'action de ces molécules sont discutés. Aljohny (2015) a passé en revue les

recherches sur les bactéries halophiles et halotolérantes, ainsi que sur leurs enzymes et autres

applications biotechnologiques. Thombre et al. (2017) ont décrit les applications

pharmaceutiques et biotechnologiques des halophiles.

I.4 Les Métaux Lourds

I.4.1 Définition
Selon Jessica Briffa et al, La définition du terme "métaux lourds" fait l'objet d'un débat

permanent du terme "métaux lourds". Ils sont définis comme des métaux lourds soit en raison

de leur poids atomique élevé, soit en raison de leur densité élevée. De nos jours, le terme

"métal lourd" est utilisé pour décrire les éléments chimiques métalliques et les métalloïdes

qui sont toxiques pour l'environnement et l'homme. Certains métalloïdes ainsi que des métaux



Chapitre I synthèse bibliographique

15

plus légers tels que le sélénium, l'arsenic et l'aluminium sont toxiques. Ils sont appelés

métaux lourds, mais certains d'entre eux ne sont généralement pas toxiques, comme l'or.

Figure 2: Classification périodique des éléments(Fourest, 1993)

 Voici une liste de métaux lourds selon leur densité, qui est supérieure à 5 g/cm3 et qui

sont les plus courants dans notre vie quotidienne sont :(Briffa et al., 2020)

 Titane

 Chrome

 Manganèse

 Fer

 Cobalt

 Nickel

 Cuivre

 Zinc

 Arsenic

 Molybdène

 Argent

 Cadmium

 Etain

 Or

 Mercure

 Plomb
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I.4.2 Les sources de pollution par les métaux lourds
Ces métaux lourds sont naturellement présents dans la croûte terrestre depuis la formation de

la terre. L'augmentation alarmante de l'utilisation des métaux a conduit à une concentration

imminente des espèces métalliques dans les environnements terrestres et aquatiques. La

pollution par les métaux lourds est due à :(Briffa et al., 2020)

I.4.2.1 L’activité anthropique
L’activité anthropique qui est la principale cause de la pollution, principalement en raison de

l'extraction du métal, la fusion, les fonderies et d'autres industries basées sur les métaux, la

lixiviation de métaux provenant de différentes sources telles que les décharges, les dépotoirs,

les excrétions, les bétails et les fumiers de poulet, les ruissellements d'eau, les automobiles et

les travaux routiers. L’utilisation de métaux lourds dans l'agriculture a été la source

secondaire de la pollution par les métaux lourds, comme l'utilisation de pesticides, les

insecticides, engrais, etc. (Briffa et al., 2020).

I.4.2.2 Des causes naturelles
Peuvent également accroître la pollution par les métaux lourds, comme l'activité volcanique,

la corrosion des métaux, l'évaporation des métaux du sol et de l'eau etla remise en suspension

des sédiments, l'érosion des sols, l'altération géologique (Briffa et al., 2020).

I.4.3 Propriétés des métaux lourds
Selon Jessica Briffa et al ;

Les métalloïdes ont tendance à former des liaisons covalentes, ce qui leur confère des

propriétés toxicologiques. Les deux conséquences les plus importantes de cette propriété

sont qu’ils peuvent se lier de manière covalente avec des groupes organiques. Ils forment

ainsi des ions et des composés lipophiles, et ils peuvent avoir des effets toxiques lorsqu'ils se

lient à des éléments non métalliques des macromolécules cellulaires.

En raison de devenir lipophile, la distribution des métalloïdes dans la biosphère et leur

réponse toxique varient de l'action des formes ioniques simples du même élément.

Exemples

1. L'oxyde de tributylétain et les formes méthylées de l'arsenic, qui sont

hautement toxiques, sont des exemples de composés lyophiles.

2. La liaison du plomb et du mercure aux groupes sulfhydriles de la protéine est

un exemple de liaison à des éléments non métalliques.
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Les métaux lourds peuvent pénétrer dans l'organisme humain de quatre manières

 Par ingestion d'aliments contaminés,

 Par inhalation de l'atmosphère,

 Par consommation d'eau contaminée

 Et par contact avec la peau dans les zones agricoles, pharmaceutiques,

manufacturières, résidentielles et industrielles.

Les métaux ne peuvent pas être décomposés et sont non biodégradables. Les organismes

peuvent détoxifier les ions métalliques en cachant l'élément actif dans une protéine ou en

les déposant dans des granules intracellulaires sous une forme insoluble qui sera dans les

fèces de l'organisme ou pour un stockage à long terme.

Lorsque les métaux lourds sont avalés ou inhalés dans notre corps, ils s'accumulent dans

notre système. Ils sont donc considérés comme dangereux. Cette bioaccumulation

entraîne des complications biologiques et physiologiques.

Certains métaux lourds sont nécessaires à la vie et sont appelés éléments essentiels, car ils

sont nécessaires à toute une série de fonctions biochimiques et physiologiques. Cependant,

ils peuvent être toxiques lorsqu'ils sont présents en grandes quantités, comme le montre la

Figure 3. Ils ont été largement utilisés dans l'agriculture, l'industrie, la médecine et

d'autres secteurs, de sorte qu'ils ont été dispersés dans l'environnement, y compris dans

l'atmosphère, les eaux et les sols.
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Figure 3:La relation entre les performances de la personne et la concentration de l’élément

essentiel dans le régime alimentaire (Briffa et al., 2020).

 Les éléments essentiels sont regroupés en trois groupes :

1. Les éléments majeursnécessaires à l'organisme,

2. Les macrominéraux.

3. ET les oligo-éléments.

Quatre éléments majeurs sont nécessaires à la construction de la plupart des matières vivantes.

Il s'agit de l'hydrogène, du carbone, de l'azote et de l'oxygène, en fonction de leur numéro

atomique. Il existe sept autres éléments majeurs appelés macro minéraux, qui sont des

éléments intégraux qui maintiennent l'équilibre ionique des composés structurels, des acides

aminés et des acides nucléiques. Il s'agit du sodium, du magnésium, du phosphore, du

soufre, du chlore, du potassium et du calcium en fonction de leur numéro atomique. Le

dernier groupe est celui des oligo-éléments, qui comprend treize éléments : le silicium, le

vanadium, le chrome, le manganèse, le fer, le cobalt, le nickel, le cuivre, le zinc, l'arsenic,

le sélénium, le molybdène et l'iode, en fonction de leur numéro atomique.

 Les éléments essentiels sont importants pour :

 Le maintien de la structure du squelette,

 La régulation de l'équilibre acido-basique et

 Le maintien du système colloïdal.

Ils sont également importants en tant que : Constituants d'enzymes clés, Des protéines

structurelles et des hormones,

Exemples : comme le zinc, qui est un constituant de nombreuses enzymes, le fer est

important pour l'hémoglobine, le sélénium est essentiel pour le peroxyde de glutathion. Le

sélénium est essentiel pour l'enzyme glutathion peroxydase.

Les métaux non essentiels n'ont pas de rôle clé dans l'organisme, mais ils peuvent également

être toxiques car ils peuvent affecter le niveau d'un élément essentiel dans l'organisme.

I.4.4 Toxicité des métaux lourds
La présence de métaux lourds toxiques dans l'air, le sol et l'eau est reconnue comme une

source de menace croissante pour l'environnement et la santé humaine(Xu et al., 2010).
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Contrairement aux polluants organiques, ils ne se dégradent pas mais s'accumulent tout au

long de la chaîne trophiques à travers les activités industrielles et urbaines, y compris :

Industries du charbon, du gaz et du papier (da Silva Oliveira et al., 2007; Nithya et al., 2011;

Xu et al., 2010).

Les ions de métaux lourds peuvent avoir des effets toxiques sur les plantes, les animaux ou

les humains, et leur toxicité est liée à leur mobilité dans le sol. Plus la mobilité est élevée,

plus le risque de toxicité de ces métaux augmente (Antoniadis & McKinley, 2003).

I.4.5 Effets des métaux lourds

I.4.5.1 Sur le sol et l'eau

Les métaux lourds tels que le plomb, l’arsenic, le cadmium et le mercure sont très répandus

dans la nature, à des concentrations élevées ils provoquent des perturbations

environnementales (sol et l'eau). La contamination des sols par les métaux lourds est l'un des

principaux problèmes environnementaux dans le monde, leur présence peut affecter

considérablement les propriétés physicochimiques du sol ainsi que la communauté

microbienne et la réduction des activités environnementales et biologiques telles que la

minéralisation de la matière organique (Gaur et al., 2014; Sheng et al., 2008; Wei et al.,

2009).

I.4.5.2 Les effets sur la santé humaine

Les métaux lourds tels que le mercure, le plomb, le cadmium et l'arsenic ont des effets

néfastes sur la santé humaine. Ils peuvent s'accumuler dans les tissus et provoquer des

troubles neurologiques, des maladies cardiovasculaires, des cancers, etc. (Järup, 2003).

Les femmes enceintes et les jeunes enfants sont particulièrement vulnérables aux métaux

lourds, car ceux-ci peuvent nuire au développement du système nerveux central chez le fœtus

et chez les jeunes enfants (Grandjean & Landrigan, 2006).

I.4.5.3 Les effets des métaux lourds sur les microorganismes

Les métaux lourds peuvent avoir des effets significatifs sur les microorganismes, y compris

les bactéries, les champignons et les algues :

 Inhibition de la croissance et de la reproduction
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Les métaux lourds tels que le cadmium, le mercure et le plomb peuvent inhiber la croissance

et la reproduction des microorganismes (N Ahalya et al., 2003).

Ils peuvent endommager les membranes cellulaires, perturber les processus métaboliques et

entraîner la mort des cellules (Gupta et al., 2006).

 Altération de l'activité enzymatique

Les métaux lourds peuvent inhiber l'activité enzymatique des microorganismes, en perturbant

les réactions biochimiques essentielles (Fernández-Luqueño et al., 2023).

Certains métaux lourds, comme le cuivre et le zinc, peuvent se lier à des groupes fonctionnels

des enzymes, entraînant ainsi leur inactivation (Smit et al., 1999).

 Perturbation de la diversité microbienne

Les métaux lourds peuvent modifier la composition de la communauté microbienne, en

favorisant la croissance de certaines espèces tolérantes aux métaux et en supprimant d'autres

espèces sensibles (Liu et al., 2020).

Ils peuvent également réduire la biodiversité microbienne dans les écosystèmes aquatiques et

terrestres.(Hu et al, 2021).

I.4.6 Rôle des métaux lourds dans les processus biologiques

Les métaux lourds tels que le zinc, le cuivre, le fer et le manganèse jouent un rôle essentiel

dans de nombreux processus biologiques, y compris la catalyse enzymatique, la signalisation

cellulaire et le transport des électrons. Ils sont nécessaires à la croissance et au

développement des organismes vivants (Maret, 2011).

I.4.7 Résistance et accumulation de métaux

Certains microorganismes sont capables de développer des mécanismes de résistance aux

métaux lourds, tels que l'activation de systèmes d'exportation des métaux ou la formation de

complexes de détoxification (Nies, 1999).

Autres microorganismes peuvent accumuler les métaux lourds dans leur biomasse,

permettant ainsi leur élimination de l'environnement (Zuo et al., 2021).
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I.5 La bioremédiation

I.5.1 La pollution
La pollution, selon diverses définitions, englobe un large éventail d'actions humaines ayant

des effets néfastes sur l'environnement. Cela inclut la libération de composés toxiques dans la

biosphère ainsi que la perturbation des écosystèmes en raison de la concentration excessive

de substances apparemment inoffensives. Une définition générale la décrit comme une

altération nuisible du milieu naturel, résultant en tout ou en partie de l'activité humaine, avec

des répercussions directes ou indirectes sur l'énergie, les rayonnements, la composition

chimique et la biodiversité de l'environnement. Une définition plus stricte précise qu'il s'agit

de toute modification du flux énergétique, des rayonnements, de la concentration des

composés chimiques naturels ou de l'introduction de substances chimiques artificielles dans

la biosphère produites par l'homme. (Ramade & Papigny, 2000).

I.5.2 .Méthodes de traitement de la pollution

La réhabilitation des sites pollués repose sur l'utilisation de techniques de dépollution. Jusqu'à

récemment, ces techniques étaient souvent basées sur des méthodes physico-chimiques et

thermiques (abiotiques), nécessitant du matériel spécifique et du personnel spécialisé.

Cependant, ces techniques ont également un impact négatif sur l'environnement, notamment

lorsqu'il s'agit d'excaver le sol et de le transporter vers les zones de traitement, ce qui rend la

décontamination très coûteuse. En revanche, les méthodes biologiques (biotiques), qui

utilisent des micro-organismes sur les zones polluées, présentent un certain nombre

d'avantages (Bayou et al., 2012).

I.5.2.1 Traitements physiques/chimiques (abiotique)
Le traitement physico-chimique utilise les propriétés physiques et/ou chimiques des

contaminants ou du milieu contaminé pour dépolluer (convertir chimiquement), séparer ou

contenir les contaminants. Au cours du processus, les polluants sont modifiés par des

réactions chimiques qui peuvent produire des composés toxiques séparables de la matrice

solide (Roy et al., 1994).

I.5.2.2 Traitements biologiques (biotique)

Le traitement biologique est un processus par lequel les contaminants présents dans le sol, les

sédiments, les boues ou les eaux souterraines sont transformés ou dégradés en substances

inoffensives par l'action métabolique d'organismes vivants, en particulier les microbes.
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Les procédés biologiques sont généralement peu coûteux. En outre, les microbes sont souvent

sensibles aux toxines ou aux contaminants fortement concentrés dans le sol(Roy et al., 1994).

I.5.3 Définition Bioremédiation
La bioremédiation peut être définie comme le processus qui utilise et dépend des mécanismes

biologiques pour transformer/dégrader/détoxifier les polluants en état inoffensif et finalement

les minéraliser en dioxyde de carbone, en azote, en eau, etc. En utilisant la biomasse vivante

ou morte (Kapahi & Sachdeva, 2019).

Les plantes, les champignons, les bactéries, les algues et les cyanobactéries font l'objet de

nombreuses recherches et sont utilisés pour la bioremédiation des métaux lourds. Les micro-

organismes sont les plus appropriés car ils sont plus faciles à manipuler, à cultiver et à mettre

en œuvre. Ces dernières années, les micro-organismes, en particulier les bactéries, ont été

reconnues pour leur capacité à adsorber, solubiliser et précipiter les métaux lourds par

bioadsorption), bioaccumulation, biolixiviation et bioprécipitation. Leur omniprésence, leur

abondance, leur diversité, leur petite taille et leur capacité unique à se développer et à se

propager dans des conditions contrôlées et non contrôlées, ainsi que leur résilience

environnementale, font des bactéries les meilleurs candidats pour la bioremédiation (Kapahi

& Sachdeva, 2019).

I.5.4 Types de la bioremédiation

La bioremédiation peut être classée en :

I.5.4.1 Bioremédiation intrinsèque

Ce processus de biorestauration est également connu sous le nom d'atténuation normale. Il se

produit dans les sols et les eaux contaminés par des toxines. Des micro-organismes sont

impliqués et jouent un rôle important dans ce type de bioremédiation (Bayou et al., 2012).

I.5.4.2 Biostimulation

Dans ce type de bioremédiation, l'environnement est modifié en motivant les bactéries

utilisées pour la bioremédiation. Les experts libèrent de l'oxygène et d'autres nutriments dans

le sol où résident les micro-organismes. L'activité des bactéries et autres micro-organismes

s'en trouve stimulée et ils éliminent plus efficacement les contaminants de l'environnement ou

de l’eau (Bayou et al., 2012).



Chapitre I synthèse bibliographique

23

I.5.4.3 Bioaugmentation

La bioaugmentation est une technique qui utilise des micro-organismes (généralement des

bactéries, des protozoaires et des champignons) pour traiter les zones (sol et eau) affectées

par divers polluants à base de carbone, d'azote ou de phosphore. Les micro-organismes déjà

présents dans le sol ou l'eau ne sont pas capables d'éliminer la pollution, c'est pourquoi

l'utilisation de micro-organismes externes est nécessaire (Bayou et al., 2012).

I.5.5 Mécanisme de bioremédiation

Plusieurs souches bactériennes ont développé des mécanismes divers et discrets pour

s'adapter, interagir, s'acclimater et prospérer dans un environnement riche en minéraux et en

particulier en métaux lourds. Ces mécanismes comprennent l'absorption des métaux lourds à

la surface de la cellule par biosorption, la séquestration intracellulaire par accumulation, la

séquestration extracellulaire sous forme de composés insolubles par précipitation, et la

production de métabolites qui solubilisent et chélatent les composés métalliques, ce qui

conduit à la lixiviation.

Les différents mécanismes et leurs différents modes, présentés par les bactéries pour éliminer

et annihiler les métaux lourds, sont décrits dans la Figure 4 et discutés dans la section

suivante(Sreedevi et al., 2022).

Figure 4: Différents mécanismes impliqués dans l’élimination des métaux lourds par les

bactéries en milieu liquide.

I.5.5.1 Bioadsorption/biosorption

La biosorption/bioadsorption est un processus physico-chimique non dirigé qui implique

l'interaction entre des métaux/minéraux organiques et inorganiques et des substances

cellulaires(Gupta et al., 2000; Sahmoune & Louhab, 2010). Les principaux mécanismes de

biosorption comprennent l'adsorption de surface, la physisorption, la chimiosorption,

l'échange d'ions et l'adsorption physique. L'adsorption de surface se produit lorsque des ions
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métalliques chargés positivement dans le milieu sont attirés par des ligands chargés

négativement présents sur la paroi cellulaire(Gadd, 2001). L'adsorption physique est

principalement due à des forces de Van der Waals, tandis que l'adsorption chimique ou

activée implique une attraction entre l'adsorbant et l'adsorbat. L'adsorption globale du métal

résulte de l'ensemble de ces mécanismes(Brown et al., 2000). Dans le cas de la fixation des

métaux lourds, cela se produit en deux étapes : l'interaction entre les groupes réactifs à la

surface des cellules bactériennes et les ions métalliques, suivie d'un dépôt de métal (Gadd,

2001).

Des études spectroscopiques et de modification chimique ont montré que, les radicaux

cellulaires comme l'hydroxyle, le carboxyle, le sulfate, le sulfhydrile (thiol), thioéther,

phosphate, phosphonate, phosphodiester, amino, imine, amide, imidazole et carbonyle

(cétone) possèdent un fort potentiel de métal(Singh et al., 2020). Le tableau 1 élucide

l'occurrence et la position de ces radicaux actifs dans la structure cellulaire bactérienne. La

plupart de ces groupes sont présents sur la paroi cellulaire bactérienne.L'ionisation de ces

groupes fonctionnels rend la surface de la cellule bactérienne chargée négativement, viable

pour la fixation de métaux cationiques(Brown et al., 2000).

Tableau 1: Radicaux liant les métaux présents dans la structure des cellules bactériennes.

Radicaux cellulaires liant

lesmétaux

Présence dans les composés

cellulaires

Position dans la structure

cellulaire

Carboxyle Acides gras, protéines,

acides organiques

Membrane cellulaire, paroi

cellulaire, cytosol

Hydroxyle Sulfate Alcools, hydrates de carbone

Acides aminés - cystéine,

méthionine

Membrane cellulaire, paroi

cellulaire, cytosol

Membrane cellulaire, cytosol

Sulfhydrile (Thiol) Acide aminé-cystéine Membrane cellulaire,

protéines du cytosol

Phosphate ADN, ARN, ATP Membrane cellulaire,

cytosol, chromosomes

Amines Protéines et acides

nucléiques

Membrane cellulaire, paroi

cellulaire, cytosol

Amide Liaisons acides gras- Lipides de la membrane
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aminoacides cellulaire

Imine Acides aminés désaminés Membrane cellulaire, paroi

cellulaire, cytosol

Ester Lipides Membrane cellulaire, cytosol

Thioéther Aminoacides Membrane cellulaire, paroi

cellulaire, cytosol

Carbonyl (cétone) Polysaccharides, cétones

Polysaccharides, aldéhydes

Membrane cellulaire, paroi

cellulaire, cytosol

Imidazole Aminoacides et acides

nucléiques

Tous les composants

protéiques de la membrane

cellulaire, du cytosol, des

ribosomes et des acides

nucléiques.

Phosphonate Fractions

lipidiques,phosphonolipides

Exoploysaccharides

Phosphodiester ADN, ARN ADN, ARN, ribosomes

Les bactéries possèdent des parois cellulaires principales composées de peptidoglycanes, qui

sont des chaînes de sucre interconnectées avec des chaînes peptidiques. Les bactéries Gram-

positives ont également un glycopolymère d'acide téichoïque incorporé dans leur paroi, ce qui

augmente leur charge négative. Les parois cellulaires des bactéries Gram-négatives, quant à

elles, sont moins réticulées et moins épaisses que celles des bactéries Gram-positives. Les

bactéries Gram-négatives ont une membrane externe formée de lipopolysaccharides (LPS),

de lipoprotéines et de phospholipides. Les bactéries Gram-positives présentent des

glycoprotéines sur leur surface externe qui offrent des sites de liaison plus accessibles que les

LPS et les phospholipides(Gadd, 2001).

I.5.5.1.1 Adsorption physique/physisorption

L'adsorption physique, également appelée physisorption, est le phénomène de transfert d'ions

d'une phase liquide à une phase solide. Ce processus implique le transfert en vrac vers la

couche périphérique, la diffusion à travers les pores et l'adhésion à la surface extérieure.

L'adsorption se produit en raison de forces d'attraction non spécifiques comme les forces de
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Van der Waals et les forces électrostatiques coulombiennes(Sahmoune& Louhab, 2010).

Les interactions physico-chimiques entre les radicaux cellulaires de la paroi et de la

membrane des bactéries et les espèces métalliques dans la solution sont les principaux

facteurs responsables de l'adsorption rapide et réversible dans les biomasses de cellules

mortes(Hasan et al., 2009). Des études ont montré que les groupes amine, hydroxyle et

carboxyle présents à la surface des cellules bactériennes étaient les principaux responsables

de l'adsorption. Par exemple, les groupes anioniques présents sur les parois des cellules

bactériennes de Streptomycesrimosus ont montré une adsorption élevée des ions

Pb+2(Selatnia et al., 2004).

I.5.5.1.2 Echanged’ions

Le mécanisme d'échange d'ions dans les cellules implique la fixation de cations métalliques

sur des sites vides, en remplacement d'autres cations. Les ions bivalents des métaux sont

adsorbés grâce à un échange avec les contre-ions polysaccharides présents sur la paroi

cellulaire et la membrane externe des bactéries(Li et al., 2009). Ce processus dépend de

divers facteurs tels que le type et le nombre de sites présents sur la surface cellulaire, ainsi

que leur schéma d'ionisation, qui est influencé par le pH et la valeur pKa des groupes

respectifs. Les groupes amines protonés ont une charge positive et deviennent neutres

lorsqu'ils sont déprotonés, tandis que les groupes phosphate, carboxyle et sulfate deviennent

neutres lorsqu'ils sont protonés et se chargent négativement lorsqu'ils sont déprotonés(Naja et

al., 2010). Différents microorganismes ont été étudiés pour leur capacité à adsorber des

métaux tels que le nickel, le plomb et le cuivre par échange d'ions, et il a été observé que ces

processus étaient influencés par le pH(Hasan et al., 2009).

I.5.5.1.3 Complexation

La remédiation des métaux peut se faire par la formation de complexes à la périphérie des

cellules, grâce à l'interaction de radicaux réactifs et d'ions métalliques en solution. Différents

groupes fonctionnels présents sur les parois cellulaires, tels que les groupes amino, carboxyle,

hydroxy, thiol et phosphate, peuvent interagir avec les ions métalliques pour former des

complexes de coordination(Sag& Kutsal, 2001). Lorsqu'un ligand est lié à l'atome central

par plusieurs atomes coordinateurs, le complexe est appelé "chélate"(Naja et al., 2010). Des

complexes de plusieurs métaux tels que le magnésium, le calcium, le cadmium, le cuivre, le

zinc et le mercure ont été observés dans le Pseudomonas. La complexation est un processus

essentiel de biosorption, notamment à des pH alcalins(Leung et al., 2000). Des études ont
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montré que les groupes hydroxyles, phosphoryles, carboxyles et aminés présents dans les

protéines et les polysaccharides de la matrice extracellulaire de certaines bactéries peuvent

former des complexes avec des métaux lourds tels que le chrome(An et al., 2022).

I.5.5.2 La bioaccumulation

La bioaccumulation est le processus par lequel les métaux non métaboliques s'accumulent

dans les cellules bactériennes en utilisant la même voie de transport que les métaux essentiels

au métabolisme. Ce processus se fait en liant les ions métalliques aux radicaux réactifs à la

surface extérieure de la paroi cellulaire bactérienne, ainsi qu'à sa région interne, de manière

indépendante de l'énergie. Ensuite, les métaux se diffusent dans le cytoplasme de la cellule

par un processus dépendant ou indépendant de l'énergie. Il est probable que la même voie de

transport utilisée pour les ions métaboliquement essentiels soit également utilisée pour le

transport des métaux lourds à travers les membranes des cellules microbiennes afin de les

accumuler à l'intérieur de la cellule. Les systèmes de transport des cations se lient aux ions de

métaux lourds dont le rayon ionique et la charge sont identiques à ceux des ions de métaux

essentiels(Sag& Kutsal, 2001).

I.5.5.2.1 Le transport intracellulaire

Le transport intracellulaire des métaux lourds chez les bactéries se fait à travers différents

mécanismes. Les canaux sont des protéines qui permettent la diffusion passive des métaux

selon les gradients de concentration. Les protéines β-barrel et les porines, présentes dans les

bactéries gram-négatives, peuvent aussi transloquer les métaux lourds. Les protéines

porteuses secondaires, comme les uniporteurs, symporteurs et antiporteurs, participent à

l'accumulation des métaux lourds. Les principales protéines porteuses de cette fonction sont

les protéines de la super-famille des récepteurs couplés à la protéine G de l'opsine et les

protéines de la super-famille des facilitateurs majeurs, qui utilisent la force motrice des

protons pour déplacer les métaux dans la cellule bactérienne. Enfin, les protéines

transporteuses actives primaires sont des protéines intégrées dans la membrane plasmique des

bactéries, comprenant une partie transmembranaire et un composant de couplage de l'ATPase

cytosolique, qui participent également au transport des métaux lourds.

Les bactéries utilisent l'interaction entre les métaux et les ligands de leur surface pour

transporter lentement les métaux à l'intérieur de leurs cellules. Elles libèrent des molécules de

coordination appelées sidérophores, qui se lient aux atomes de fer. La synthèse de
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sidérophores est une réponse à la pénurie de fer dans l'environnement. Ces sidérophores

peuvent également se lier à d'autres métaux tels que le thorium, l'uranium, le nickel, le

gallium et le cuivre. Les sidérophores bactériens sont classés en catécholates, carboxylates et

hydroxamates, et les bactéries utilisent différents systèmes de transport du fer en fonction de

leur classification gram-positif ou gram-négatif. Les bactéries à Gram négatif, comme

Escherichia coli, possèdent une membrane externe qui facilite le transport du fer(Sreedevi et

al., 2022).

I.5.5.2.2 Devenir intracellulaire des métaux lourds bioaccumulés

Les cellules bactériennes en croissance sont capables d'éliminer perpétuellement les

métauxpar des méthodes de détoxification interne. La biotransformation et la réduction

desmétaux à l'aide d'enzymes, la méthylation, la séquestration par la complexion métallo-

organique, et la production de chélateurs de métaux - les métallothionéines – sontles

différents mécanismes mis en œuvre par les bactéries pour se défendre contre la toxicité des

métaux(Ramasamy et al., 2007).

I.5.5.2.2.1 La séquestration intracellulaire

La séquestration intracellulaire est un processus par lequel les ions de métaux lourds se lient

ou sont emprisonnés dans les organites cellulaires lorsqu'ils pénètrent dans les cellules. Ce

processus est facilité par des composés tels que les métallothinines, la glutamylcystéine et la

cystéine, qui se lient aux métaux cytoplasmiques. Les protéines de stockage du fer, du cuivre

et du zinc, telles que la ferritine et les métallothionines, sont également présentes dans les

cellules bactériennes pour séquestrer ces métaux(Klein & Lewinson, 2011). Les souches

bactériennes spécifiques ont été manipulées pour leur potentiel d'accumulation de métaux

afin de traiter les effluents. Par exemple, Rhizobium leguminosarum a montré une importante

séquestration intracellulaire des ions de cadmium avec l'aide du glutathion(Lima et al., 2006).

Des espèces de Bacillus isolées de la mer Méditerranée ont également été trouvées capables

d'accumuler du plomb, du cadmium et de l'aluminium dans des grains de polyphosphate

grâce à leur séquestration intracellulaire(Gadd, 2001).

I.5.5.2.2.2 Réduction des ions de métaux lourds

Les bactéries utilisent les métaux et les métalloïdes pour produire de l'énergie en utilisant ces

éléments comme donneurs ou accepteurs d'électrons. Les bactéries anaérobies peuvent

réduire les ions métalliques oxydés, réduisant ainsi leur toxicité. Certains métaux oxydés, tels



Chapitre I synthèse bibliographique

29

que le fer, le manganèse et le chrome, sont utilisés comme accepteurs d'électrons terminaux

par les bactéries anaérobies(Thamdrup, 2000). Certaines bactéries sont capables de réduire

le sélénium et l'arsenic lors de la respiration anaérobie, fournissant ainsi de l'énergie pour le

métabolisme et la croissance(Nancharaiah& Lens, 2015). Les bactéries sont également

capables de détoxifier le mercure et le chrome grâce à des enzymes spécifiques. La réduction

enzymatique du chromate dépendante du cuivre a été observée chez une espèce bactérienne.

De plus, certaines bactéries peuvent réduire l'ion argentique en nanoparticules d'argent

colloïdal. Enfin, la réduction de l'arséniate est réalisée par des procaryotes grâce à une

enzyme spécifique(Sreedevi et al., 2022).

I.5.5.2.2.3 Méthylation des métaux

Les souches bactériennes peuvent méthyler différents métaux, métalloïdes et composés

organométalliques en dérivés méthyliques, qui sont souvent volatils et s'évaporent(Gadd,

2001). La méthylation est une voie biochimique importante dans les cellules bactériennes, se

produisant par l'intermédiaire de trois voies différentes impliquant la S-adénosylméthionine,

la méthyl-cobalamine et la N-méthyltétine. Les bactéries utilisant le sulfate ou le fer réduisent

le mercure grâce à la méthylcobalamine, tandis que l'arsenic est méthylé par la S-

adénosylméthionine(Mason, 2012). Différentes bactéries comme Escherichia sp, Bacillus sp,

Pseudomonas sp et Clostridium sp peuvent également biométhyler d'autres métaux tels que le

sélénium et le plomb en composés volatils ou décomposables(Ramasamy et al., 2007).

Chaque voie de méthylation est spécifique et varie en fonction des espèces bactériennes et de

l'état d'oxydation des métaux dans le sol(Mason, 2012).

La figure 5 illustre le transport intracellulaire des métaux lourds et leur accumulation dans

les cellules bactériennes.
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Figure 5:Illustration du passage intracellulaire des métaux lourds par différents canaux et de

leur bioaccumulation dans la cellule bactérienne par différents mécanismes (i)Stockage

vacuolaire, (ii) Séquestration par la ferritine, la métallothionéine, le glutathion et les

molécules de polyphosphate, (iii) Réduction en recevant des électrons de la chaîne de

transport d'électrons ou par l'action enzymatique, et (iv) Méthylation (Structures des protéines

selon le format PDB).

I.5.5.3 Bioprécipitation

L'élimination des métaux en solution par précipitation est souvent associée au mécanisme de

défense des bactéries. La précipitation indépendante du métabolisme cellulaire est due à

l'interaction chimique entre la surface des cellules bactériennes et les ions métalliques(Naidu

Ahalya et al., 2003). La précipitation se produit par réduction, sulfure et sous forme de

phosphates en fonction de l'espèce bactérienne et de l'environnement.

I.5.5.3.1 Réduction

Le processus de réduction se produit chez les bactéries. Certaines souches bactériennes

peuvent réduire les formes ioniques dangereuses du sélénite et du sélénate en sélénium

élémentaire, qui forme un précipité rouge sur les colonies bactériennes. Par exemple,

Desulfomicrobiumnorvegicum a été observé de précipiter du sélénium élémentaire avec du

soufre(Hockin& Gadd, 2003), et une souche d'Alteromonasputrefaciens a réduit le U(VI),

produisant un précipité noir de carbonate d'U(IV)(Fredrickson et al., 2000). De plus,
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Shewanellaoneidensis MR-1 et deux espèces de Geobacter ont réduit le Hg(II) en Hg(0) en

présence d'accepteurs d'électrons(Wiatrowski et al., 2006). Les bactéries impliquées dans la

réduction de l'uranium et les mécanismes impliqués ont été étudiés par You et al(You et al.,

2021).

I.5.5.3.2 Précipitation des métaux sous forme de sulfures

Les bactéries sulfato-réductrices sont des organismes anaérobies qui utilisent le sulfate

comme accepteur d'électrons pour leur métabolisme énergétique. Elles oxydent les composés

organiques ou l'hydrogène, ce qui entraîne la réduction du sulfate en sulfure. Ce sulfure réagit

ensuite avec les métaux disponibles dans l'environnement, formant des sulfures métalliques

qui sont insolubles, à l'exception des métaux alcalins et alcalino-terreux. La précipitation de

ces sulfures protège les bactéries sulfato-réductrices de la toxicité des métaux, tandis que les

métaux protègent les bactéries de la toxicité des sulfures(Gadd, 2001). De plus, ces bactéries

peuvent réduire biochimiquement certains métaux tels que l'uranium et le chrome (Spear et

al., 2000). La formation enzymatique de sulfure à partir de thiosulfate a été observée chez

certaines bactéries(Bang et al., 2000), et des études ont montré que des souches de

Klebsiellaplanticola résistantes au cadmium étaient capables de précipiter de petites quantités

de sulfure de cadmium en présence de thiosulfate(Sharma et al., 2000).

I.5.5.3.3 Précipitation des métaux sous forme de phosphates

La méthode de précipitation décrite dans le texte utilise l'enzyme phosphatase pour libérer du

phosphate inorganique (Pi) du phosphate organique présent dans les cellules. Ce Pi précipite

ensuite les métaux/radionucléides sous forme de phosphates à la surface des cellules. Les

cellules immobilisées d'une certaine bactérie ont été capables de précipiter des métaux tels

que le cuivre, le cadmium, le plomb et l'uranium à partir de solutions enrichies en glycérol-2-

phosphate(Sreedevi et al., 2022).

La précipitation peut être soit dépendante soit indépendante du métabolisme de la bactérie.

Dans le premier cas, la réaction entre les composés moléculaires produits par la bactérie et les

métaux cibles dans le milieu entraîne la cristallisation des métaux. Dans le second cas, la

précipitation indépendante du métabolisme est due à une interaction chimique entre les

métaux dissous et les radicaux réactifs à la surface des cellules bactériennes. Les cellules

bactériennes vivantes et mortes peuvent précipiter des métaux lourds, mais la biomasse morte

est moins efficace(Sreedevi et al., 2022).
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II Matériel et méthodes
Objectif

Notre travail de recherche est réalisé au sein du laboratoire de microbiologie situé au niveau

de l’université M’HAMED BOUGARA de Boumerdes (UMBB) et du centre d’étude et de

service technologique de l’industrie des matériaux de construction de Boumerdes. Il a pour

objectif l’étude de l’effet de deux métaux (plomb et argent) sur la croissance cellulaire et la

production des pigments caroténoïdes et de biosurfactants des souches halophiles F1 et F2.

II.1 Matériel

II.1.1 Matériel non biologique

Les équipements, les verreries, matériels en plastique, les réactifs et les modes opératoires

utilisés pour la réalisation de notre travaille sont cités dans l’annexe 1.

II.1.2 Matériel biologique

Les souches bactériennes utilisées durant cette étude sont des souches halophiles extrêmes

connues sous l’appellation F1, F2.Isolées à partir de Sebkhas algériennes par l’unité de

recherche « Biodiversité microbienne et biotechnologies des Ecosystèmes Aquatiques salins

et pétroliers (BMBEAP) au sein de laboratoire conversion et valorisation des ressources

biologiques de la faculté des sciences. Elles ont été identifiées comme étant des souches

halophiles. La conservation de ces souches a été faite à 4°C dans un milieu liquide spécifique

SH standard, additionné de 15% de Na Cl.

II.1.2.1 Le milieu de culture

Un seul milieu de culture a été utilisé dans ce travail :

 Le milieu spécifique SH standard(Zinder & Dworkin, 2006): qui est un milieu

homogène composé principalement de chlorure de sodium Na Cl ajusté a PH=7,

utilisé pour la revivification des souches halophiles extrêmes. Ce milieu présenteune

forte salinité et l’amidon à raison de 2g/l comme source de carbone. La composition

de milieu SH standard est donnée dans l’annexe 2.
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II.2 Méthodes

II.2.1 Préparation de milieu SH

Tous les composants de milieu indiqués dans l’annexe 2 sauf le chlorure de sodium sont

mélangés dans un erlenmeyer de 1000 ml remplit d’eau distillée sous une agitation

magnétique. Après homogénéisation de ces constituants le PH est ajusté entre 7 et 7,5 par

l’ajout de NaOh et HCL avant la stérilisation à l'autoclave à 120°C pendant 20 min. Le

chlorurede sodium est stérilisé à part dans un Erlenmeyer de 100 ml pour éviter la

précipitation desautres constituants du milieu pendant l’autoclavage, puis rajouté

aseptiquement aux autreséléments avant l’utilisation (Figure 6).

II.2.2 Revivification des souches halophiles F1 et F2

Nous avons initié le processus par revivification des souches halophiles F1 et F2 qui avaient

été préalablement conservées à 4°C. Cette première étape a été réalisée près du Bec Benzène

par l’ensemencement des souches dans des erlenmeyers de 50 ml qui avaient été

préalablement stérilisés par autoclavage. Chaque erlenmeyer contenait 30 ml du milieu

liquide stérile SH ajusté à un pH de 7. Ensuite, les erlenmeyers ont été placés dans un

agitateur-incubateur fonctionnant à 140 rpm et à une température de 40°C, où ils ont été

incubés pendant une période allant de 5 à 7 jours.Après 7 jours d’incubation, nous avons

effectué un ensemencement des souches F1 et F2 revivifiées sur des boites de Pétri étiquetées

contenant du milieu SH solide, et aussi incubéespendant 5 à 7 jours dans l’étuve à 40°C

(Kebbouche-Gana et al., 2009).

Figure 6: Aspect de milieu SH liquide.
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II.2.3 Vérification de la pureté des souches halophiles

Après l’incubation, nous avons procédé à une analyse macroscopique et microscopique, en

utilisant la coloration de Gram, ainsi qu'une observation à l'état frais, afin de vérifier la pureté

des souches bactériennes.

II.2.3.1 Etude macroscopique
Après l'isolement et l'incubation, la première étape consiste en l'examen macroscopique des

cultures. L'aspect des colonies dépend du milieu utilisé de la durée et de la température

d'incubation, pour cela des cultures ont été réalisés sur des milieux SH solide dans des boites

de pétri (Annexe 1) afin de voir les différentes colonies, le repiquage a été fait à partir des

cultures liquides avec une incubation dans l’étuve à 40°C.

Les éléments de l’identification macroscopique sont :

1. Taille : diamètre des colonies, pouvant être punctiformes ou non punctiformes.

2. Forme des colonies : circulaire, ondulée, ou filamenteuse.

3. Opacité : caractérisée comme opaque, translucide ou transparente.

4. Aspect de surface : lisse, rugueux, brillant ou dentelé.

5. Consistance : évaluée au moment du prélèvement, pouvant être visqueuse, sèche ou
muqueuse.

6. Couleur ou pigmentation : la couleur des colonies correspond à celle de la gélose
(pigments diffusibles).

7. Odeur : présence ou absence d'odeur.

8. Élévation : surface convexe, concave ou plate.

II.2.3.2 Examen microscopique
C’est une étape très important pour l’identification des microorganismes (Marchal et al.,

1982). Elle consiste à observer les cellules bactériennes à l’état frais et après une coloration

de Gram.

Observation microscopique à l'état frais :

Cette observation permet de déterminer la forme, l’arrangement et la mobilité des souches

étudiées. Il s’agit d’une observation des bactéries vivantes en absence de toute fixation. Elle

consiste à observer une goutte de la suspension bactérienne déposée à l’aide d’une pipette
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Pasteur stérile entre lame et lamelle. L’observation se fait au microscope photonique à

grossissement X 40 (Singleton, 1999).

Coloration de Gram modifiée :

C’est une double coloration qui permet de connaitre la forme, l’arrangement, la pureté,

ainsi que la nature biochimique de la paroi des cellules des archaebactéries purifiées

(Dussault, 1955). Cette coloration permet de classer les archaebactéries selon leur

capacité à fixer le cristal violet. Celles qui possèdent une couche de peptidoglycane

mince sont décolorées lors de lavage à l’éthanol (elles sont à Gram-), alors que celles qui

possèdent une couche de peptidoglycane épaisse vont retenir le colorant (elles sont à

Gram+) (Marchal et al., 1982). Elle se passe par les deux étapes suivantes:

- Préparation du frottis :

Une goutte de la suspension bactérienne étudiée est déposée sur une lame, puis étalée à

l’aided’une pipette Pasteur stérile de façon à obtenir un frottis mince et homogène,

ensuite des passages rapides sur la flamme du Bec Bunsen sont effectuée afin de sécher

et fixer le frottis.

- Coloration du frottis :

Les cellules sont traitées avec de l'acide acétique à 2% pendant 5 minutes, suivie d'une

première coloration au cristal violet de Gentiane pendant une minute, puis rincées à l'eau

distillée et ensuite recolorées par la fuchsine pendant 1 minute et 30 secondes puis rincées

avec l'eau distillée. La lame est ensuite séchée au Bec Bunsen, l'observation est effectuée au

microscope photonique à immersion au grossissement x 100.

II.2.4 Etude de l'effet des métaux lourds sur la croissance des souches F1 et F2

Dans ce travail nous avons testé l'effet de deux métaux lourds le plomb et l'argent sous forme

de sels solubles(CHC₃OO)2 Pb3H2O et AgNO3à différentes concentrations sur la croissance

et sur la pigmentation des souches F1 et F2. Les étapes de l'expérience sont décrites ci-

dessous :

II.2.4.1 Préparation des solutions mères

Les solutions mères de (CH₃COO)2 Pb 3H2O et AgNO3 ont été préalablement préparées dans

des Erlenmeyers, contenants une quantité du métal mesuré de 0,1 g, et complétés avec de

l’eau distillée jusqu’à un volume de 100 ml puis agitées pendant quelques minutes pour avoir

une solution homogène. Les mesures sont mentionnées dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 2: Mesures effectuées pour la préparation des solutions mères.

Les métaux utilisés Quantité du métal (g) Quantité de l’eau distillée

(ml)

(CH3COO)2 Pb3H2O (1g/l) 0.1 100

AgNO3 (1g/l) 0.1 100

II.2.4.2 Préparation des pré-cultures

Les pré-cultures ont été réalisées dans des erlenmeyers de 250 ml, contenant un volume de

la souche halophile F1 revivifiée ainsi que la souche F2, additionnées d’un volume du métal

testé, puis complétées avec du milieu SH liquide jusqu’à 100 ml. Les pré-cultures ont été par

la suite incubées dans un incubateur-agitateur à 40°C avec une agitation de 150 rpm pendant

05 jours pour avoir une bonne croissance cellulaire et apparition d’une pigmentation rouge-

orange caractéristique de la croissance de la souche halophile F1 et rouge pour F2.Le

tableau 3 résume les différentes mesures effectuées pour la préparation des différentes pré-

cultures.

Tableau 3: Concentrations des métaux lourds testés dans les pré-cultures des deux souches

halophile F1 et F2.

Pré-cultures 1ppm (AgNO3) 1ppm Pb(CH3COO)2

Volume de la souche halophile F1/ F2 (ml) 10 10

Volume de la solution mère du métal (ml) 0,1 0,1

Volume du milieu de culture SH liquide (ml) 89,9 89,9

Volume final de la pré-culture 100 ml 100 ml

II.2.4.3 Préparation des cultures en présence des deux métaux lourds

Après 5 jours d’incubation, des cultures (des deux souches F1 et F2) à différentes

concentrations de chaque métal : 1, 2, 3, 4, 5 et 6 ppm pour le plomb et l’argent ont été

préparées pour un volume finale de culture de 100 ml inoculées à raison de 10 ml de la pré-

culture correspondante pour chaque métal. Les mesures effectuées pour la préparation des

pré-cultures sont mentionnées dans le tableau 4 ci-dessous :
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Tableau 4: Mesures effectuées pour la préparation des pré-cultures des souches halophiles

F1 et F2 en présence des métaux lourds testés.

Métaux (AgNO3) Pb(CH3COO)2

Concentrations

du métal (ppm)
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

Volume de la

Solution Mère

du métal (ml)

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Volume du

milieu SH (ml)
89,9 89,8 89,7 89,6 89,5 89,4 89,9 89,8 89,7 89,6 89,5 89,4

Volume de la

pré-culture (ml)
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

 Le volume prélevé de la solution mère est calculé par la formule suivante :

C1 : Concentration de la solution mère.

V1 : Volume prélevé de la solution mère.

C2 : Concentration de la gamme testée.

V2 : Volume final de culture.

Par ailleurs, deux flacons contenant 90 ml du milieu SH liquide un inoculé par 10 ml de la

souche halophile F1 et un inoculé par 10 ml de la souche halophile F2 ont été utilisé comme

témoin (sans métal). Les cultures et le témoin ont été ensuite incubés dans un agitateur rotatif

à 150rpm à 40°C.

C1V1=C2V2



Chapitre Ⅱ Matériels et Méthodes

39

II.2.5 Suivi de la croissance cellulaire de la souche halophile F1 et F2 en présence

des métaux étudiés

Le suivi de la croissance bactérienne en présence des métaux lourds est réalisé en mesurant la

densité optique (DO) au moyen d'un spectrophotomètre UV-visible à une longueur d'onde de

600 nm. Cette mesure est considérée comme un indicateur biologique direct de la croissance

et de la résistance aux métaux lourds testés.

Principe

Pour la mesure de la densité optique, on se base sur la loi de Beer-Lambert :

A : densité optique.

I₀ : intensité de la lumière incidente.

I : intensité de la lumière émergente.

ε : absorption molaire (absorption d'une solution c=1 mol/l dans une cuvette de dimension de

1=1 cm) [1/mole.cm].

C : concentration molaire [mol/l].

l : épaisseur de la cuvette [cm].

II.2.6 Mise en évidence de la production des biosurfactants

La mise en évidence de la production des biosurfactants par la souche F1 et F2 en présence

des métaux testés à différentes concentrations a été réalisée par le mesure de l’index

d’émulsion 24. Ce dernier permet de vérifier la capacité des souches à émulsionner une phase

hydrophobe (Gasoil) dans une phase hydrophile (le milieu de culture). Le test consiste à

mélanger 3ml de la culture de différentes concentrations du métal avec 3ml de gasoil dans

des tubes stériles. Les tubes sont agités au vortex pendant 3min, puis après homogénéisation

des deux phases, les tubes sont laissés au repos pendant 24 heures à température ambiante

puis on procède au calcul de l’index d’émulsification(Bodour et al., 2004).

A=log (I₀/I) = ε.l.C
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 Calcule de l’index d’émulsification (E24)

L’index d’émulsion selon(Balali‐Mood et al., 2005)est calculé après 24 heures selon la

formule suivante :

He : Hauteur de l’émulsion.

Ht : Hauteur total.

II.2.7 Etude de l’effet des métaux lourds testés sur la pigmentation des souches

halophiles F1 et F2

Cette expérience a été réalisée pour vérifier l’effet des deux métaux lourds testés

((CH3COO)2 Pb3H2O, AgNO3) à différentes concentrations sur la production du pigment

caroténoïde par les halophiles F1 et F2. L’extraction des pigments produits a été réalisée

selon les étapes mentionnées dans la figure 7 :

E24= (He/Ht) × 100
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Figure 7 : Protocole d’extraction des pigments membranaires (Kulkarni et al., 2016).

Culture de la souche halophile F1/F2 a différentes
concentrations en métal en phase stationnaire
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II.2.8 Dosage du plomb et d’argent restants dans les surnagent des différentes

cultures par la technique SAA

Les quantités de plomb et d’argent résiduelle dans les témoins et les surnageant des cultures

des souches halophiles F1 et F2 sélectionnées avec la concentration de 6 ppm, ont été dosés à

l'aide d'une analyse spectroscopique d'absorption atomique (SAA) au laboratoire de CETIM.

Deux tubes de témoins et 4 tubes contenant le surnagent des deux souches (F1 et F2) ont été

choisi avec des concentrations de 6ppm de Pb et Ag, Le premier témoin contient le milieu

SH avec 6 ppm de plomb et le deuxième témoin qui contient le milieu SH avec 6 ppm

d’argent.

Les cultures après 15 jours d'incubation en présence de Plomb et d'Argent ont été centrifuges

à 8000 rpm pendant 20 minutes pour séparer les cellules du milieu. Les surnageants obtenus à

différentes concentrations des deux métaux de 1ppm jusqu'à 6pp ont été disposés dans des

tubes coniques, deux tubes de témoins et 4 tubes contenant le surnagent des deux souches (F1

et F2) ont été choisi avec des concentrations de 6ppm de Pb et Ag, Le premier témoin

contient le milieu SH avec 6 ppm de plomb et le deuxième témoin qui contient le milieu SH

avec 6 ppm d’argent pour être dosés par la technique SAA au CETIM.

Les valeurs obtenues par l'analyse représentent les concentrations résiduelles du Plomb et de

l'Argent dans le milieu, la concentration accumulée par les bactéries est calculée en ôtant la

concentration résiduelle déterminée, de la concentration initiale utilisée, d'un autre coté nous

avons préparé deux témoins sans bactéries avec de concentration de 6ppm de Plomb et de

l'Argent.

L'analyse par absorption atomique (SAA) fut initialement élaborée par le physicien australien

Alan Walsh en 1955,(Genin, 2007). Cette méthode se révèle être extrêmement sensible dans

la quantification de plus de 70 métaux différents, elle permet le dosage mono-élémentaire des

cations majeurs dans des échantillons liquides. Les applications sont nombreuses étant donné

qu’on atteint couramment des concentrations inférieures au mg/L (ppm).
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III Résultats et discussion

III.1 Revivification et vérification de la pureté́ des souches halophiles extrêmes F1 et
F2
Après une incubation de 7 jours des cultures sur le milieu de culture SH standard liquide à

15% de NaCl à 40°C sous une agitation de 150 rpm, nous avons remarqué l’apparition de

trouble et un virage de couleur du milieu de culture du jeune claire à rouge-orange pour la

souche F1 et rouge pour la souche F2 (Figure 8). Cela indique la présence d’une croissance

favorable sur ce milieu et la pigmentation due à la synthèse des caroténoïdes comme la

bactériorubérine(un caroténoïde à chaîne ouverte de 50 atomes de carbone) (Amr Abd El-

Rhman et al., 2012). Chez les Haloarchaea le principal pigment est

labactériorubérine.D’autres composés caroténoïdes mineurs comme le lycopèneont été

identifiés àde faibles concentrations chez les archées halophiles.Les faibles concentrations de

ces composés suggèrent qu’ils peuvent être utilisés comme précurseurs pour la synthèse

d’autres caroténoïdes, en plus de la bactériorubérine(Naziri et al., 2014; Yang et al., 2015).

La grande majorité des bactéries halophiles et des archées produisent des pigments

caroténoïdes, présents en grande quantité dans leurs membranes (Corral et al., 2019).La

dense communauté d'halophiles et l'algue Dunaliella, également productrice de caroténoïdes,

sont responsables de la coloration rose, rouge et violette caractéristique des environnements

hypersalins(Oren, 2001).

Figure 8: Aspects des cultures des souches halophiles extrêmes F1et F2 après 7 jours

incubation sur milieu SH standard.

Souche F2
Souche F1



Chapitre Ⅲ Résultats et discussion

45

 Caractérisation macroscopique

Après incubation sur milieu SH standard solide, des colonies de très petites tailles pigmentent

(rouge-orange pour la souche halophile F1 et rouge pour la souche halophile F2) ont apparus

après incubation pendant 5 jours à 40°C (Figure 9) et la description des colonies est

mentionné dans le tableau ci-dessous :

Tableau 5: Résultats des caractères macroscopiques des souches halophiles F1 et F2

Figure 9 :Aspect macroscopique des souches halophiles F1et F2 après incubation sur milieu

SH standard solide.

 Caractérisation microscopique :

L’observation au microscope photonique au grossissement x40des souches halophiles F1 et

F2 à l’état frais, montre que les deux souches sont mobiles et de forme cocci, avec un mode

de regroupement isolées (Figure 10).

Caractère Souche F1 Souche F2
Taille >1mm >1mm
Chromogène Orange Rouge rouge
Consistance Visqueuse Visqueuse
Forme Plate Plate
Surface Lisse brillante Lisse brillante
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Figure 10 : Aspect microscopique des souches halophiles extrêmes F1 et F2 Gx40.

Après réalisation de la coloration de Gram modifiée des souches halophiles F1et F2,

L’observation au microscope photonique à immersion nous a permis de distinguer le type, la

forme et l’arrangement des cellules. Les résultats montrent que toutes ces souches présentent

un Gram négatif (cellule colore en rose), et une forme de cocciavec un mode de

regroupement isolé (Figure 11).

Figure 11 : Aspect microscopique des souches halophiles extrêmes F1 et F2 après coloration

du Gram modifié GX40.

Les résultats obtenus des études macroscopiques et microscopiques des souches halophiles

F1 et F2 confirment sa pureté, état cellulaire cruciale pour ces souches afin de conduire à bien

l'étude de l'effet des métaux lourds sur sa croissance.



Chapitre Ⅲ Résultats et discussion

47

III.2 Effet des métaux lourds (Pb et Ag) sur la croissance des souches F1 et F2

Après revivification et vérification de la pureté des souches halophile F1 et F2, nous avons

procédé à l'inoculation des cultures en batch contenant les différentes concentrations des

métaux lourds testés (plomb et argent) dans un milieu SH liquide à 15% de NaCl en présence

d’amidon comme source de carbone.

Le suivi de la fermentation pendant 15 jours d’incubation a été évaluée par :

 L’étude de la cinétique de croissance des souches halophiles F1 et F2 en présence des

métaux lourds testés (plomb et l'argent) dans le milieu SH à des concentrations

variables (1ppm, 2ppm, 3ppm, 4ppm, 5ppm et 6ppm pour le plomb et l'argent).Les

différentes concentrations des métaux lourds ont été ajoutées en phase exponentielle

soit à une DO de croissance égale à environ 0,4.Au cours de cette période, des

prélèvements pour la mesure de la densité optique cellulaire (DO) ont été effectués

après chaque 24h d’incubation par un spectrophotomètre (GENESYS 10S UV-VIS) à

600 nm (Bhakti et al., 2016) ;

 La mise en évidence de la production de biosurfactants par les souches halophiles F1

et F2 en présence des métaux lourds testés par le calcul de l’index d’émulsification.

 et l’étude de l’effet de ces métaux lourds sur ses pigmentations.

Après 4 jours d’incubation à 40°C sous une agitation à 150 rpm, nous avons observé une

apparition d’un trouble et une pigmentation rouge-orange pour la bactérie F1 et rouge pour la

bactérie F2 dans les Erlenmeyers contenant les pré-cultures de chaque métal testé ce qui

indique une croissance cellulaire des souches halophiles F1 et F2. Ceci montre la capacité de

ces souches halophiles à tolérer les concentrations des métaux lourds testés

(CH₃COO)2Pb3H2O (1ppm) et AgNO3(1ppm) dans les pré-cultures.

III.2.1 Suivi de la fermentation en batch des souches F1et F2 en présence de plomb

Le suivi de l’évolution de la croissance cellulaire de la souche halophile F1 et F2 en

présence des différentes concentrations du (CH₃COO)2 Pb3H2O en fonction du temps

d’incubation, à travers les prélèvements journaliers recueillis lors de la fermentation, nous a

permis de tracer les courbes représentées dans la figure 12 et 13 . Les valeurs de la densité

optique (DO) mesurées à 600 nm sont données dans l’annexe 3.
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Figure 12 : Cinétique de croissance de la souche F1 sur milieu SH liquide à 15% de NaCl en

présence de différentes concentrations du plomb (ppm) à 40°C à 150 rpm pendant

15joursd’incubation.

Figure 13: Cinétique de croissance de la souche F2 sur milieu SH liquide à 15% de NaCl en

présence de différentes concentrations du plomb (ppm) à 40°C à 150 rpm pendant 15 jours

d’incubation.
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L’analyse de ces courbes montre une très bonne croissance des souches halophiles F1 et F2

en présence des concentrations 1, 2, 3, 4, 5 et 6 ppm de (CH3COO)2Pb3H2O qui suivent la

même tendance du témoin (culture sans métal). Ces résultats suggèrent que nos souches

halophiles peuvent tolérer jusqu’à une concentration de 6 ppm du plomb, avec un optimum

de croissance de 2 ppm pour la souche F1 et un optimum de croissance de 3 ppm pour la

souche halophile F2, dans un milieu à 15% de NaCl en présence de l’amidon comme source

de carbone.

De plus, cette croissance a été accompagnée par une bonne production de biosurfactants

estimée par la mesure du test E24 avec des indexes d’émulsification de 15,5%, 39,5%, 55,3%,

40,4%, 58,6% et 10,70% en présences des concentrations 1 ppm, 2 ppm, 3 ppm, 4 ppm, 5

ppm et 6 de (CH3COO)2 Pb 3H2O pour la souche F1, respectivement (figure 14).

Figure 14: Résultats de l’index d’émulsification (E24) en présence de (CH3COO)2 Pb3H2O à
différentes concentrations pour la souche F1.

Figure 15 : Aspect des émulsions formées en présence de (CH3COO)2 Pb 3H2O à différentes
concentrations pour la souche F1.
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et avec des indexes d’émulsification de 4%, 36%, 47%, 30%, 42% et 44% en présence des

concentration 1 ppm, 2 ppm, 3 ppm, 4 ppm, 5 ppm et 6 ppm de (CH3COO)2 Pb 3H2O pour la

souche F2, respectivement (figure 16).

Figure 16: Résultats de l’index d’émulsification (E24) en présence de (CH3COO)2Pb 3H2O à
différentes concentrations pour la souche F2.

Figure 17: Aspect des émulsions formées en présence de (CH3COO)2 Pb 3H2O à différentes
concentrations pour la souche F2.

En outre, nous avons aussi estimé l’effet des différentes concentrations du plomb

(CH3COO)2Pb3H2Osur la pigmentation cellulaire de la souche halophile F1 et F2, le solvant

utilisé est l’acétone, pour une meilleure extraction de ses pigments produits lors de ses

culture en batch en présence des différentes concentrations des métaux.
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L’analyse des pigments a été effectuée par des analyses spectrophotométries à balayage entre

200 à 700 nm en utilisant des cuves en Quartz. Les résultats obtenus sont indiqués dans les

tableaux 6 et 7.

Tableau 6 : Valeurs d’absorbance (Abs) du balayage spectral entre 200 à 700 nm des

pigments produits par la souche halophile F1 en absence et en présence des différentes

concentration de (CH3COO)2Pb 3H2O,.λ= longueur d’onde (nm).

Tableau 7 : Valeurs d’absorbance (Abs) du balayage spectral entre 200 à 700 nm des

pigments produits par la souche halophile F2 en absence et en présence des différentes

concentration de(CH3COO)2Pb 3H2O,.λ= longueur d’onde (nm).

Le profil spectroscopique du témoin (sans métal) a montré une absorbance à 2 pics majeurs

avec des maxima d'absorption à environ 310 nm et 500 nm pour la souche F1 et 320 nm et

490 nm pour la souche F2. Ces observations rejoignent celles rapportées par Asker et Ohta

(1999), Yachai (2009) et Sahli (2021).En présence du plomb, la souche halophile F1 a

produit différents pigments ayant des pics d’absorbance entre 310 nm et 500 nm, et entre 320

nm et 495 nm pour la souche F2.Ces derniers correspondent aux pics d’absorption de la

Solvan

t

Témoin 1ppm Pb 2ppm Pb 3ppm Pb 4ppm Pb 5ppm Pb 6ppm Pb

Λ Pigments Λ Pigments Λ Pigments Λ Pigments Λ Pigments
λ

Pigments

Λ

Pigments

Acéto

ne

310
Bacterio-

rubérine
310

Bacterio-

rubérine
320

Bacterio-

rubérine
320

Bacterio-

rubérine
320

Bacterio-

rubérine

319 Bacterio-

rubérine

320 Bacterio-

rubérine

500 Bacterio-

rubérine
490

Bacterio-

rubérine
497 Lycopène 490

Bacterio-

rubérine
495

Bacterio-

rubérine

490
Bacterio-

rubérine

500
Bacterio-

rubérine

Solvan

t

Témoin 1ppm Pb 2ppm Pb 3ppm Pb 4ppm Pb 5ppm Pb 6ppm Pb

Λ Pigments Λ Pigments Λ Pigments Λ
Pigment

s
Λ Pigments

λ

Pigment

s λ

Pigments

Acéto

ne

320
Bacterio-

rubérine
320

Bacterio-

rubérine

32

0

Bacterio-

rubérine
320

Bacterio-

rubérine

32

0

Bacterio-

rubérine
320

Bacterio-

rubérine
320

Bacterio-

rubérine

490 Bacterio-

rubérine
490

Bacterio-

rubérine

49

5

Bacterio-

rubérine
495

Bacterio-

rubérine

49

5

Bacterio-

rubérine
495

Bacterio-

rubérine

490

Bacterio-

rubérine



Chapitre Ⅲ Résultats et discussion

52

bactériorubérine Selon Britton et al. (1995) à l’exception de la pic d’absorbance 497 nm

chez la souche F1 qui correspond au lycopène. Notons que les valeurs d’absorbances sont

presque équivalentes à celles du témoin (sans métal), La similitude visuelle dans la

pigmentation des cultures à différentes concentrations de (CH3COO)2Pb 3H2O pourrait

s'expliquer par des facteurs externes qui n'affectent pas nécessairement la composition des

pigments eux-mêmes. Cependant, les changements observés dans les longueurs d'onde et la

nature des pigments produits suggèrent que le plomb peut influencer les propriétés

membranaires des souches halophiles F1 et F2 en sa présence.

III.2.2 Suivi de la fermentation en batch des souches F1 et F2 en présence d’argent

Le suivi de l’évolution de la croissance cellulaire des souches halophiles F1 et F2 en

présence des différentes concentrations d’argent AgNO3 en fonction du temps d’incubation,

à travers les prélèvements journaliers recueillis lors de la fermentation, nous a permis de

tracer les courbes représentées dans la figure 18 et 19. Les valeurs de la densité optique (DO)

mesurées à 600 nm sont données dans l’annexe 5.

Figure 18 : Cinétique de croissance de la souche F1 sur milieu SH liquide à 15% de NaCl en

présence de différentes concentrations d’AgNO3 (ppm) à 40°C à 150 rpm pendant 15 jours

d’incubation.
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Figure 19: Cinétique de croissance de la souche F2 sur milieu SH liquide à 15% de NaCl en

présence de différentes concentrations d’AgNO3 (ppm) à 40°C à 150 rpm pendant

15joursd’incubation.

L’analyse des courbes de croissances des souches halophiles F1 et F2 avec les concentrations

de 1, 2, 3, 4, 5 et 6 ppm de AgNO3 montrent que : celle des deux premières concentrations

(1ppm et 2 ppm) da la souche F1 augmentent de manière significative, tandis que les autres

concentrations (3,4,5 et 6ppm) présentent une croissance moindre par rapport aux premières,

au-delà de quatrième jour, une diminution de croissance est observé. Notons que

contrairement aux cultures en présence d’argent, la phase de latence n’a pas été marquée par

cette souche en absence de ce métal (témoin).Et celle de la souche halophile F2toutes les

courbes en présence de métal suivent le chemin de croissance de témoin. Parmi les

concentrations testées, la souche halophileF1 a marqué une croissance optimale à1 ppm et 2

ppm marquée par F2.

De plus, cette croissance a été accompagnée par une production de biosurfactants estimée par

la mesure du test E24 avec des indexes d’émulsification de 2,08%, 21,2%, 18%, 42,3%,

23,07% et 57,6% en présences des concentrations 1 ppm, 2 ppm, 3 ppm, 4 ppm, 5 ppm et 6

d’AgNO3pour la souche F1, respectivement (figure 20).
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Figure 20: Résultats de l’index d’émulsification (E24) en présence d’AgNO3 à différentes

concentrations pour la souche F1.

Figure 21 : Aspect des émulsions formées en présence d’AgNO3 à différentes concentrations

pour la souche F1.

et avec des indexes d’émulsification de 35,%, 21%, 38%, 8%, 28% et 38% en présence des

concentration 1 ppm, 2 ppm, 3 ppm, 4 ppm, 5 ppm et 6 ppm d’AgNO3pour la souche F2,

respectivement (figure 22).
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Figure 22 : Résultats de l’index d’émulsification (E24) en présence d’AgNO3 à différentes

concentrations pour la souche F2.

Figure 23 : Aspect des émulsions formées en présence d’AgNO3 à différentes concentrations

pour la souche F2.

En outre, nous avons aussi estimé l’effet des différentes concentrations d’AgNO3 sur la

pigmentation cellulaire de la souche halophile F1 et F2, le solvant utilisé est l’acétone, pour

une meilleure extraction de ses pigments produits lors de ses culture en batch en présence des

différentes concentrations des métaux.
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L’analyse des pigments a été effectuée par des analyses spectrophotométries à balayage entre

200 à 700 nm en utilisant des cuves en Quartz. Les résultats obtenus sont indiqués dans les

tableaux 8 et 9.

Tableau 8 : Valeurs d’absorbance (Abs) du balayage spectral entre 200 à 700 nm des

pigments produits par la souche halophile F1 en absence et en présence des différentes

concentration d’AgNO3,. λ= longueur d’onde (nm).

Solvant
Témoin 1 ppm Ag 2ppm Ag 3ppm Ag 4ppm Ag 5ppm Ag 6ppm Ag

λ Pigments Λ Pigments λ Pigments λ Pigments λ Pigments λ
Pigments

λ
Pigments

Acétone
320 Bacterio-

rubérine 310 Bacterio-
rubérine 319 Bacterio-

rubérine 310 Bacterio-
rubérine 320 Bacterio-

rubérine
310 Bacterio-

rubérine
320 Bacterio-

rubérine

500 Bacterio-
rubérine 499 Bacterio-

rubérine 490 Bacterio-
rubérine 490 Bacterio-

rubérine 495 Bacterio-
rubérine

490 Bacterio-
rubérine

490 Bacterio-
rubérine

Tableau 9 : Valeurs d’absorbance (Abs) du balayage spectral entre 200 à 700 nm des

pigments produits par la souche halophile F2 en absence et en présence des différentes

concentration d’AgNO3,. λ= longueur d’onde (nm).

Solvant

Témoin 1ppm Ag 2 ppm Ag 3ppm Ag 4ppm Ag 5ppm Ag 6ppm Ag

λ Pigments Λ Pigments λ Pigments Λ Pigments Λ Pigments
λ

Pigments

λ

Pigments

Acétone

320
Bacterio-

rubérine
320

Bacterio-

rubérine
320

Bacterio-

rubérine
320

Bacterio-

rubérine
320

Bacterio-

rubérine
320

Bacterio-

rubérine
320

Bacterio-

rubérine

490 Bacterio-

rubérine
495

Bacterio-

rubérine
495

Bacterio-

rubérine
490

Bacterio-

rubérine
500

Bacterio-

rubérine
495

Bacterio-

rubérine 495 Bacterio-

rubérine

Le profil spectroscopique du témoin (sans métal) a montré une absorbance à 2 pics majeurs

avec des maxima d'absorption à environ 320 nm et 500 nm pour la souche F1 et 320 nm et

490 nm pour la souche F2. Ces observations rejoignent celles rapportées par Asker et Ohta

(1999), Yachai (2009) et sahli (2021). En présence d’argent, la souche halophile F1 a produit

différents pigments ayant des pics d’absorbance entre 310 nm et 500 nm, et entre 320 nm et

500 nm pour la souche F2.Ces derniers pics d’absorption correspond aux caroténoïde de type

bactériorubérine (C50) (Grant et Larsen, 1989 ; Oren et Rodriguez-Valera, 2001 ; Rasooli et

al. 2016).
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Notons que les valeurs d’absorbances sont presque équivalentes à celles du témoin (sans

métal), La similitude visuelle dans la pigmentation des cultures à différentes concentrations

d’AgNO3pourrait s'expliquer par des facteurs externes qui n'affectent pas nécessairement la

composition des pigments eux-mêmes. Cependant, les changements observés dans les

longueurs d'onde et la nature des pigments produits suggèrent que l’argent peut influencer les

propriétés membranaires des souches halophiles F1 et F2 en sa présence.

III.3 Bioaccumulation du plomb et d’argent par les cellules bactériennes halophiles
étudiée
A la fin de l’incubation des souches en présence des différentes concentrations de
(CHC3OO)2Pb 3H2O et AgNO3, nous avons sélectionné les cultures qui ont montré une
croissance cellulaire avec 6ppm pour la souche F1 (6ppm) et F2(6ppm). Ces cultures nous les
avons centrifugés à 8000 rpm pendant 10 minutes pour séparer les cellules du milieu. Le
surnageant ainsi que les témoins sans souches à des concentration de 6 ppm de (CHC3OO)2Pb
3H2O et AgNO3 ont été disposés dans des tubes coniques pour être doser par la technique
SAA. Les résultats du test SAA sont présentés dans le tableau 10 :

Tableau 10 : Résultats de bioaccumulation de plomb et d’argent par la souche halophile F1
et F2 à partir du surnagent des cultures par la technique SAA utilisée par le laboratoire de
CETIM.

Le sel
métalliqu
e

Concentration
initial inoculée
du métal

Concentration
du témoin
dosée par
SAA (témoin
=milieu
SH+6ppm)

Concentration
résiduelle du
métal dosée par
SAA dans les
cultures à 6ppm de
métal

Concentration
bioaccumulée
par les
bactéries du
métal calculée
en ôtant la
concentration
résiduelle de
la
concentration
des témoins

Pourcentage
d’abattement
du métal
dans le
milieu

Pb 6ppm =6mg/l 6,16mg/l Souche
F1

5,36mg/l 0,8 mg/l 13 mg/l

Souche
F2

4,36mg/l 1,8 mg/l 41 mg/l

Ag 6ppm =6mg/l 3,84mg/l Souche
F1

0,77mg/l 3,07 mg/l 80 mg/l

Souche
F2

0,88mg/l 2,96 mg/l 77 mg/l
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Les résultats du tableau indiquent que lorsqu'on compare les témoins aux concentrations

initiales, on observe que pour le plomb, la tendance est presque la même, tandis que pour

l'argent, la concentration d'Ag dans le témoin a diminué. De plus, on constate que le

pourcentage de réduction de l'argent est plus important que celui du plomb. On peut en

conclure que nos souches halophiles sont plus résistantes à l'argent qu'au plomb.

En ce qui concerne l'efficacité des deux souches, la souche F2 a montré une meilleure

réduction du plomb par rapport à la souche F1. Cependant, pour l'argent, c'est la souche F1

qui a montré une meilleure réduction du métal dans le milieu par rapport à la souche F2.

Pendant les manipulations, nous avons remarqué la formation de particules noires au fond

des flacons contenant les cultures en présence d'argent figure 24. Pour confirmer leur origine,

nous avons ajouté 6 ppm d'argent à un flacon contenant le milieu Sh, agissant ainsi comme un

témoin.

Figure24 : Aspect de la culture avec l’argent.
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Dans la figure25, nous avons observé la formation de particules noires au fond du flacon

de témoin. Il est possible que cette observation soit due à la précipitation de l'argent en

réaction à la lumière.

Figure25 : Aspect temoin avec 6ppm
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Discussion générale

Dans cette étude nous sommes intéressées à l’étude de l’effet des deux métaux lourds

(l’argent, le plomb) à différentes concentrations (1ppm, 2ppm, 3ppm, 4ppm, 5ppm et 6 ppm

pour l’argent (AgNO3) et le plomb(Pb(CH3COO)2) sur la croissance cellulaire, la production

des pigments caroténoïdes et de biosurfactants par deux souches halophilesF1 et F2 isolées

antérieurement à partir de sebkhas algériennes et identifiées comme étant des archaebactéries

halophiles extrêmes, membres de la famille des Halobacteriaceae.

Le plomb (Pb) et l'argent (Ag) sont des métaux lourds toxiques qui peuvent avoir des effets

néfastes sur la santé humaine et l'environnement. Ils ne sont pas des nutriments essentiels

pour les organismes vivants à des doses élevées, ils ont des effets mutagènes et reprotoxiques,

altérants la fertilité et le développement de l'enfant à naître. Toutefois, il convient de noter

que le cation argent (Ag) a été historiquement employé en tant qu'agent antimicrobien en

raison de ses propriétés microbicides. Il se caractérise par une faible toxicité vis-à-vis des

cellules humaines et démontre une activité thérapeutique significative. Son utilisation a

notamment été observée dans la prévention et le traitement des brûlures ainsi que dans la

gestion des infections des plaies chroniques (Atiyeh, Bishara S., et al., 2007 ;Hosny, Alaa

El-Dien MS, et al.,2019).Ces métaux sont souvent libérés dans l'environnement en raison

d'activités humaines telles que l'exploitation minière, les rejets industriels, les eaux de

ruissellement agricoles et les déversements d'eaux usées. Ils ont la capacité de s'accumuler

dans le sol, l'air et l'eau, ce qui accroît les risques de contamination (Zhao et al., 2012 ;

Paula et al., 2013).

L'environnement naturel a subi une pollution croissante due à l'accumulation continue de

métaux lourds et de métalloïdes. Cette pollution provient de diverses sources, notamment

l'expansion rapide des activités industrielles, l'extraction minière, le rejet de déchets

contenant des métaux, la dispersion de résidus chimiques issus de carburants et de peintures,

l'utilisation excessive d'engrais chimiques en agriculture, le rejet de boues d'épuration,

l'utilisation d'insecticides et de pesticides, l'irrigation des terres agricoles avec des eaux usées,

les résidus de la combustion du charbon, les déversements d'hydrocarbures organiques, ainsi

que les dépôts atmosphériques(M. Sadrzadeh et al., 2009 ;Priyadarshanee, Monika, and

SurajitDas 2021).

Jusqu'à présent, différentes méthodes, notamment les traitements physiques, chimiques et
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biologiques ont été utilisés pour réduire ou éliminer les métaux lourds. Le traitement par

bioremédiation utilise des micro-organismes tels que les bactéries pour le traitement des

métaux lourds. L’absence de produits chimiques dans le traitement biologique pourrait être

un avantage majeur (Gholizadeh, Mortaza, and Xun Hu 2021). Des processus

toxicologiques dus aux métaux lourds peuvent également se produire dans les

microorganismes, affectant ainsi l’abondance et la diversité des populations microbiennes

ainsi que leurs activités métaboliques ( Luo, L. Y., et al., 2019).Cependant, la bioremédiation

des environnements salins et hypersalinspolluées par les métaux lourds avec des micro-

organismes conventionnels n'est pas possible en raison des salinités élevées de ces

environnements qui peuvent perturber leur équilibre osmotique et dénaturer les enzymes

métaboliques (Erdogmus et al., 2013). Par conséquent, il existe un besoin pressant d'isoler

des microorganismes extrêmement halophiles pour la bioremédiation d'environnements

hypersalins pollués par les métaux lourds (Naik et al,.2017).C’est dans cette perspective que

cette étude s’est inscrite. Compte tenu des caractéristiques et du potentiel biotechnologique

des halophiles extrêmes,plusieurs chercheurs se sont intéressés à étudier leur résistance vis à

vis des métaux lourds.Abdel-Razik, Mahmoud A., et al.(2020) ont montré la résistance

desbactéries halophiles par L’isolat WQL9 qui a montré une résistance élevée au plomb

jusqu’à 4 mM .Sameer, et al. 2020 ont montré que parmi les cent vingt-huit isolats testés pour

leur tolérance au PbUn isolat bactérien halophile Bacillus pumilus, s'est révélé résistant

jusqu’à 900 ppm. La souche halophile Halomonasvenusta H9étudier par Zmorrod, Nadine G.

N. G. (2021) a montré une grande tolérance (jusqu'à 500 ppm) au plomb.

Dans une étude de Abdollahnia, M. (2020) montre que au total de 100 souches halophiles,

24 et 10 souches d’archées et de bactéries pourraient atteindre 1,0 mM d’AgNO3,

respectivement et sélectionnés pour les expériences de synthèse.

Les chercheurs Ahmad, Fiaz, et al. (2019) ont exploré le potentiel de cette nouvelle souche

d'Enterobactercloacae pour la remédiation de l'argent et la synthèse d'AgNP simultanées, les

résultats ont montré que la souche SMP1 pouvait éliminer l'argent à toutes les températures

testées et à toutes les concentrations d'argent testées (250 mg/L).

D’après nos résultats, nous avons pu mettre en évidence la résistance de nos souches

halophiles F1 et F2 aux différentes concentrations d’argent (AgNO3) et plomb

(Pb(CH3COO)2)dans un milieu SH à 15% de NaCl en présence de l’amidon comme source de
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carbone. Ces souches ont marquées une meilleure croissance cellulaire en présence de 1ppm,

2ppm, 3ppm, 4ppm, 5ppm et 6ppm de plomb par rapport aux témoins (sans métal) et aux

différentes autres croissances de ces souches halophiles en présence d’argent.

Une croissance optimale de 2 ppm a été constatée pour la souche F1 et de 3 ppm pour la

souche halophile F2 en présence de plomb, tandis qu'en présence d'argent, la croissance

optimale a été de 1 ppm pour la souche F1 et de 2 ppm pour la souche halophile F2.

Cependant, par rapport aux cultures de témoins non exposées aux métaux, nous avons

observé que la présence de métaux testés (Pb) et (Ag) dans les milieux de croissance de nos

souches halophiles F1 et F2 entraîne une altération de leur pigmentation. En particulier, la

pigmentation rouge-orange de la souche F1 et le rouge de la souche F2 ont affecté, tout en

modifiant leur profil spectrophotométrique. Nous savons que cette pigmentation rouge-

orange et rouge des haloarchaeaes est attribuable aux caroténoïdes associés à la membrane, à

la bactériorubérine C50 et à d'autres dérivés, qui ont été précédemment étudiés dans des

références telles que Grant et Larsen (1989), Oren et Rodriguez-Valera (2001) et Rasooli

et al. (2016). De plus, il est important de noter que la bactériorubérine joue un rôle crucial en

protégeant les cellules contre les rayons UV, comme cela a été démontré dans des travaux

antérieurs tels que ceux de Mandelli et al. (2012).D’après Hazayen et al. (2002), Halobiforma

haloterrestris présente des maxima d’absorption à 370, 390, 494 et à 528 qui correspondent

au maxima d’absorption de la bactériorubirine, une des caractéristiques majeures des

archaebactéries halophiles extrêmes (Gochnauer et al., 1972 ; Grant et al., 2001).

La pigmentation et la capacité de croître en présence de concentrations salines élevées sont

des propriétés des Archaea halophiles extrêmes (Grant et al. 2001 cité par Kharroub,

2007).La diminution de l'intensité du pigment et le changement faible de couleur peuvent

résulter de divers facteurs, notamment des stress environnementaux causent par ces métaux,

ou des adaptations à l'environnement. Les métaux lourds peuvent perturber les voies

métaboliques des archées halophiles, y compris celles impliquées dans la synthèse des

pigments. Similairement à notre travaille l’étude de MGBODILE,CHIOMA FLORENCE, et

al.,2022 montre que des concentrations plus élevées (600 et 1000 ppm) n'inhibaient pas

significativement la croissance des souches halophiles bactériennes.

Les études sur la résistance des métaux le plomb chez les bactéries halophiles réalisées par

Abdel-Razik, Mahmoud A., et al., (2020) ont observé une augmentation nette de
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l'absorption du plomb (94,5 %) et une diminution de la concentration de plomb dans le

surnageant (passant de 400 ppm à 21,25 ppm),par apport a nos souche qui ont fait

l'abattement de 6mg à 4,36 qui ce n'est pas comparable mais c'est un début de test, une étude

que nous avez commencé et qui est très prometteuse pour plus de concentration et

d'abattement.Ces résultats étaient comparables à plusieurs travaux menés dans d'autres

environnements salins du monde entier ( Khodabakhsh et al.,2011 ; Amoozegar et al.,

2012 ; Huo et al., 2014 ;Moreno et al.,2012 ; Sowmya and Hatha 2017). , par exemple,

l'étude de bactéries modérément halophiles isolées d'environnements salins en Iran a révélé

un schéma de résistance similaire au Pb. en outre Nietoet al. (1989) ont montré que toutes les

bactéries modérément halophiles isolées étaient tolérantes au Ni, au Pb et sensibles à

l'Ag(Baati, Houda, et al.,2022).

Les biosurfactants peuvent potentiellement extraire les métaux lourds par le biais de plusieurs

mécanismes, notamment l'échange d'ions, la précipitation-dissolution et la complexation

contre-ionique (da Rocha Junior et al., 2018). Ces mécanismes impliquent la formation de

complexes entre les métaux et les biosurfactants, grâce à des interactions électrostatiques

entre les charges négatives présentes à la surface des biosurfactants et les métaux cationiques.

Ces complexes de surface réduisent la tension interfaciale dans le milieu (Franzetti et al.,

2014).

Da Rocha Junior et al.,(2018) ont également montré que le biosurfactant brut extrait de la

levure C. tropicalis UCP0995 est non seulement efficace pour éliminer le zinc et le cuivre du

sol, mais il est également capable de former des complexes avec des cations métalliques

présents dans des solutions aqueuses.

Plusieurs études ont montré le rôle des biosurfactants de nature exopolysaccharidique (des

exopolyssaccharides ou EPS.Les EPS produits par les halophiles présentent un potentiel dans

les processus industriels. Les EPS présentent diverses propriétés telles que la floculation,

l'émulsification, le biosurfactant, l'activité antimicrobienne, l'activité de gélification,

etc.(Kanekar., et al., 2022).L'adsorption des métaux lourds par les exopolysaccharides est un

processus indépendant du métabolisme, qui est attribué à l'interaction entre les cations

métalliques et les charges négatives des groupes fonctionnels acides des EPS (Voica et al.,

2016).
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Lorsque nous avons travaillé avec l'Ag, nous avons remarqué l'apparition de particules noires

qui décantent au fond des des cultures ainsi qu'avec le culot de cellules après la centrifugation.

Au départ nous avons soupçonné que c'était des nanoparticules d'argent biosynthétisé par les

deux souches halophiles comme l’étude de Abdollahnia, M. (2020) qui montre que

L’apparition d’une couleur brun foncé dans le milieu de culture signifie la formation probable

de nanoparticules, et une capacité des archées et des bactéries halophiles a été déterminée par

pour la synthèse de nanoparticules d’argent par des approches intracellulaires et

extracellulaires. Mais quand nous avons contrôlé la culture témoin qui contient le milieu SH

et l'AgNO3, nous avons trouvé les mêmes particules noires mais avec une quantité moindre

pour la même concentration d'Ag utilisée.

Il se peut que le sel d'Ag à réagit avec la lumière et à donné l'apparition de ces particules

noires, nous n'avons pas pu travailler dans des conditions obscures recommandé lors de

l'utilisation du AgNO3 car malheureusement nos souches halophiles ont besoins de lumière

pour se développer. Comme il se peut qu'il y ait eu formation de nanoparticules d'argent dans

les cultures en présence des souches car la quantité de particules est visuellement plus

importante ainsi que le dosage de l'Ag résiduelle à la fin de la culture à bien baissé par

rapport au témoin.
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IV Conclusion et perspective
Le présent travail avait pour objectif l'étude de la bioaccumulation de deux métaux lourds
(Argent et Plomb) par les bactéries halophiles F1 et F2.

Notre étude a comporté plusieurs éléments principaux :

 Une revivification et vérification de la pureté des souches F1 et F2 sur milieu SH

liquide a 15 % de NA CL en présence de l’amidon comme source de carbone.

 Un suivi de la croissance bactérienne des deux souches en présence du plomb et

d’argent dans le milieu SH a concentration variable (1ppm, 2ppm, 3ppm, 4ppm, 5ppm

et 6ppm)

 Une extraction des pigments pour déterminer l’effet des métaux lourds sur la

pigmentation des bactéries.

 Des mesures des biosurfactants produits en présence des métaux lourds en calcule

l’index d emulsification

 Réalisation de la technique de spectrophotomètre d’absorption atomique SAA pour

étudier la bioaccumulation du plomb et d’argent par les cellules bactériennes

halophiles étudiées.

Les résultats montrent que les colonies des souches F1 et F2 apparues après 7 jours

d'incubation à 40°C sur milieu SH solide sont de petites tailles homogènes tout au long

des stries, circulaires, pigmentées en rouge-orange pour F1 et rouge pour F2. Ainsi, les

examens microscopiques de l'état frais et après coloration de Gram modifiée démontrent

que les souches étudiées sont de forme cocci à Gram négatif, isolées et immobiles.

Les résultats obtenus après le suivi de la croissance cellulaire par le mesure de la densité

optique à 600 nm pendant 15 jours d'incubation en présence des deux métaux lourds à

diverses concentrations ont montré que les souches halophiles F1 et F2 présentent une

bonne croissance en présence de 1ppm jusqu'à 6ppm d'Argent et de 1ppm jusqu'à 6ppm

de Plomb. Ces résultats montrent la résistance de ces souches halophiles à l'Argent et au

Plomb à forte salinité.

La croissance cellulaire de nos souches halophiles en présence de ces métaux lourds a été

accompagnée par la production des biosurfactants. Pour la souche F1, la présence de

Plomb n'a pas influencé la production des biosurfactants par contre pour la souche F2, la
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présence de Plomb a augmenté la production des biosurfactants. Pour la souche F1, la

présence de l'Argent n'a pas vraiment influencé la production des biosurfactants. Pour la

souche F2, la présence d'Argent a influencé la production des biosurfactants. Parmi les

résultats obtenus, la présence des deux métaux lourds que se soit l'Argent ou le Plomb a

influencé la souche halophile F2 (augmenter) à produire des biosurfactants en comparant

avec la souche F1 qui n'a pas été vraiment induite (modérée).

Pour les résultats de profil spectrophotométrique, la présence des différentes

concentrations des métaux lourds n'a pas vraiment influencé les pigments caroténoïdes

des souches F1 et F2 malgré qu'on a observé un changement au niveau des longueurs

d'ondes qui pourrait être dû à la présence des métaux lourds que se soit l'Argent ou le

Plomb au niveau de milieu de culture.

Le résultat de la bioaccumulation des deux métaux lourds par les deux souches halophiles

a montré que la souche F2 est plus performante vise à vis du plomb alors que la souche

F1 est plus performante par rapport à l'Argent d'un côté. D'un autre côté, l'abattement de

l'Argent est beaucoup plus important que l'abattement de Plomb mais il se pourrait que ce

résultat soit influencé par la formation des particules noires retrouvées au fond des

cultures.

Les résultats expérimentaux obtenus sont encourageants et ouvrent des perspectives pour

une éventuelle amélioration et continuation du travail.

• Il serait très intéressant d'augmenter les concentrations au-delà de 6ppm.

• Il serait bien de faire l'identification moléculaire par le séquençage de l'ARN 16s.

• Il serait intéressant d'analyser les particules noires décantées au fond des cultures en

présence d'Argent pour voir elles sont constituées de quoi.

• Il serait intéressant d'analyser la mousse des biosurfactants produite par les souches pour

savoir de quelle nature est-elle.
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Annexe 1 : matériel non biologique utilisé

Les équipements Les verreries matérielles en
plastique

Les réactifs et produit
utilisé

1–Etuve
2 – Spectrophotomètre UV
/Visible
3– Autoclave
4 – pH mètre
5 – Agitateur –plaque chauffante
6 – Vortex
7 – Centrifugeuse à froid
(SIGMA)
8 – Incubateur-agitateur.
9 – Réfrigérateur
10 – Microscope photonique
11 –Balance (SCALTEC)
12 – Bec Bunsen (Fisher)
13 – Bain Marie (MEMMERT)

.

Erlenmeyer de 250 ml et
1000 ml
Bêcher
Boite de Pétri en plastique,
Pipettes Pasteur,
Tubes à essai,
Lames et lamelles,
Seringue,
seringue d’insuline
Sacs en plastique,
Parafilm,
Micropipettes,
Pinces (à bois et
métallique),
Cuvettes de
spectrophotomètre.
Flacons
Barreau magnétique
Tubes coniques

Acétone
Gasoil
Violet de gentiane
Fuchsine
Huile a immersion

Annexes 2 : Composition des milieux de culture SH liquide et solide pour 1 L.

Composition chimique g/l Milieu liquide Milieu solide
NACL 150 150
MgCl2 2HO2 160 160
K2So4 5 5
CaCl2Ho2 0,1 0,1
Extrait de levure 1 1
L’amidon 2 2
L’eaudistillée 1000 1000
Agar / 10
Ph 7,5 7,5



Annexe 4 : Résultats de l’index d’émulsion calculer différente concentration de plomb de la
souche F1 et F2.

Concentration
de plomb (F2)

E24%

0ppm 6
1ppm 4
2ppm 36
3ppm 47
4ppm 30
5ppm 42
6ppm 44

Annexe 6 :Résultats de l’index d’émulsion calculer différente concentration de plomb de la
souche F1 et F2

Concentration
de plomb ( F1)

E24%

0ppm 47,8
1ppm 15,5
2ppm 39,5
3ppm 55,3
4ppm 40,4
5ppm 58,6
6ppm 10,7

Concentration
dArgent (F2)

E24%

0ppm 4
1ppm 35
2ppm 21
3ppm 38
4ppm 8
5ppm 28
6ppm 38

Concentration
dArgent (F1)

E24%

0ppm 28,2
1ppm 2,08
2ppm 21,2
3ppm 18
4ppm 42,3
5ppm 23,07
6ppm 57,6



Résume

Dans le but de mettre en évidence l'effet de Plomb et de l'Argent sur la croissance cellulaire, la production des
pigments caroténoïdes, la production des biosurfactants et la bioaccumulation par les deux souches halophiles
F1 et F2 par fermentation, une étude a été effectuée. Dans un premier temps, la revivification et la vérification
des deux souches testées a été menée, suivie d'une étude de la cinétique de croissance en présence des deux
métaux à variables concentrations, un calcul de l'index d'émulsification, une analyse des pigments caroténoïdes
produits par ces deux souches et analyse de la bioaccumulation des deux métaux lourds par la technique SAA.
Les souches halophiles F1 et F2 ont marqué une très bonne croissance cellulaire en présence de Plomb et de
l'Argent. Au cours de cette fermentation, l'analyse spectrophotométrique montre la production de deux types de
pigments "bactériorubérine et lycopène" par les deux souches F1 et F2. D'autre part, la présence des métaux
testés a induit la production des biosurfactants pour la souche F2 tandis que la souche F1 n'a pas été influencée.
Enfin, la souche F1 a montré une meilleure accumulation de Plomb par rapport à la souche F2 tandis que la
souche F2 a montré une meilleure accumulation d'Argent par rapport à la souche F1. À la lumière de ces
résultats obtenus, il s'avère que les souches F1 et F2 possèdent d'intéressantes potentialités exploitables si
d'autres investigations plus poussées seront entreprises afin de consolider les résultats obtenus dans cette étude.

Mots clés : bioremediation, bioaccumulation, souches halophiles F1 et F2, Argent, Plomb, biosurfactants,
pigments caroténoïdes.

Abstract

In order to highlight the effect of Lead and Silver on cell growth, carotenoid pigment production, biosurfactant
production, and bioaccumulation by the two halophilic strains F1 and F2 through fermentation, a study was
conducted. Initially, the revival and verification of the two tested strains were carried out, followed by an
investigation of the growth kinetics in the presence of the two metals at variable concentrations, calculation of
the emulsification index, analysis of carotenoid pigments produced by these two strains, and analysis of
bioaccumulation of the two heavy metals using the SAA technique. Strains F1 and F2 exhibited very good cell
growth in the presence of Lead and Silver. During this fermentation, spectrophotometric analysis revealed the
production of two types of pigments, "bacterioruberin and lycopene," by both strains F1 and F2. On the other
hand, the presence of the tested metals induced biosurfactant production in strain F2, while strain F1 was not
influenced. Finally, strain F1 showed better accumulation of Lead compared to strain F2, while strain F2
showed better accumulation of Silver compared to strain F1. In light of these results, it appears that strains F1
and F2 have interesting exploitable potentials if further in-depth investigations are undertaken to consolidate the
results obtained in this study.

Keywords: bioremediation, bioaccumulation, halophilic strains F1 and F2, Silver, Lead, biosurfactants,
carotenoid pigments.

الملخص

الثقيلة البيومنتات وتراكم البيوسيرفاكتنتس، وإنتاج الكاروتينويدية، الصباغات وإنتاج الاليا، نمو على والفضة الرصاص تأثير إبراز أجل من
الملحيتين الاللتين بواسطة F1 و F2 الماتبرتين، الاللتين من والتحقق إحياء إعادة تم الولى، المرحلة في دراسة. إجراء تم التامير، طريق عن

من المنتجة الكاروتينويدية الصبغيات وتحليل الدهني، التشتت مؤشر وحااب متغيرة، بتراكيز الثقيلة المعادن وجود في النمو لحركة دراسة تلتها
تقنية باستادام الثقيلة المعادن تراكم وتحليل الاللتين، قبل SAA. الملحيتان الاللتان أظهرت F1 و F2 الرصاص وجود في جددا جيددا خلويدا ا نمود
الاللتين قبل من وليكوبين" "بكتيريوروبيرين الصبغيات من نوعين إنتاج الطيفي التحليل أظهر التامير، هذا خلل والفضة. F1 و F2. ناحية من
للاللة البيوسيرفاكتنتس إنتاج إلى الماتبرة المعادن وجود أدى أخرى، F2 الاللة تتأثر لم بينما F1. الاللة أظهرت ا، أخيرد F1 أفضل ا تراكمد

بالاللة مقارنةد للرصاص F2الاللة أظهرت حين في ، F2 بالاللة مقارنةد للفضة أفضل ا تراكمد F1. الاللتين أن يبدو النتائج، هذه ضوء في F1
و F2 الدراسة هذه في عليها المحصل النتائج لتعزيز إضافية تحقيقات إجراء تم إذا استغللها يمكن للهتمام مثيرة إمكانيات .تحملن

الكاروتينويدية الصبغيات ،البيوسيرفاكتانت، ،الرصاص ،الفضة ف2 و ف1 الملحية الحيوي،الاللت البيئة،التراكم تنقية : المفتاحية الكلمات
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