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R /
des micro-habitats spécifiques convenant a lems\vbe:é«a\kn_sz;a\ans ces micro-habitats, les
microorganismes ont établi différents types de relations entre eux et avec d'autres organismes :
neutres, symbiotiques, pathogénes et antagonistes. De par ces relations, ils affectent ou non,
positivement ou négativement, le développement des autres membres de la communauté
biotique. Ils sont donc de véritables ouvriers nécessaires aux fonctionnements des écosystémes
telluriques et aquatiques, qui peuvent accomplir des tches aussi importantes que méconnues
indispensables au bon fonctionnement des cycles biogéochimiques de la matiere, comme la
transformation des déchets, 1’oxydation, la réduction, la précipitation et la solubilisation des
ions minéraux, la production des composés organiques, la fixation de ’azote moléculaire,

I’altération de la roche mere, ...etc.

Dans l'environnement, les microorganismes jouent le rdle de producteurs ou de
décomposeurs.  Les  microorganismes  producteurs  sont  photolithotrophes  ou
chimiolithotrophes. Ils tirent leur énergie de la lumiére ou des composés inorganiques et
synthétisent des matiéres organiques, en raison de ces propriétés, ils constituent le point de
départ de nombreuses chaines alimentaires. Les microorganismes décomposeurs sont
chimiolithotrophes. Par leurs activités métaboliques, ces derniers dégradent les maticres
organiques en matiéres minérales. Ce recyclage permanent entretient la vie en rendant les
éléments nutritifs constamment disponibles bien qu’ils soient en quantités limitées dans

I’environnement.

A partir de la microbiologie environnementale, les chercheurs ont développé des
applications tendant & utiliser des microorganismes dans les différents domaines d’intérét de
’homme :  industrie  agro-alimentaire, pharmacologie, agriculture, cosmétologie,
bioremédiation, épuration des eaux usées...etc. C’est ce que nous allons développer dans ce

document.

Dans ce manuscrit, nous allons d'abord comprendre les méthodes d'étude des
microorganismes en passant par l'écologie des virus, puis comprendre I'état actuel des

connaissances sur le cycle des matériaux dans l'environnement, les bioréacteurs et les biofilms
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afin de montrer des exemples d'application d{e m mgamqmes envnonnementaux Par
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conséquent, le but de ce travail est d'examiner e ' 61 deb 11'1101UOI’gEiHISITl€b dans le cycle
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Cet ouvrage a été rédigé de telle manicre concordante aux programmes de Master en

microbiologie appliquée selon le canevas du ministére de I’enseignement supérieure algérien.

- Ce document ne dispense pas les étudiants de la responsabilité d'assister aux cours —
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Ni : Nickel

NO: : Nitrites

NOs : Nitrates

NPP : Nombre le Plus Probable

O : Oxygene

0: : Oxygéne moléculaire

P : Phosphore

pH : potentiel d"Hydrogéne
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SO4* : Sulfate

SPE : Substance Polymére Extracellulaire
STEP : Station d’Epuration des Eaux
TCP : Tri-Calcium-Phosphate

UV : Ultra-Violet

V : Vanadium

W : Tungsténe

Zn : Zinc

UNITES :

% : Pourcentage

g : Gramme .

mL : Millilitre

UFC/gr : Unité Formant Colonie par
gramme
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CHAPITRE I : METHODES ROLE DES MICROORGANISMES




e I': Méthodes d’étude et contréle des microorganismes

2l s \Chapitr
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1. Microorganismes bénéfiques et germes de contamination

Il existe de nombreux microorganismes bénéfiques pour I"homme, utilisés dans les différents
domaines de la vie: I’agriculture, I’agro-alimentaire, la pharmacologie, la cosmétologie,
environnement,...etc. Cependant, leur usage excessif peut faire perdre le contrdle sur leur gestion.
De ce fait, il est important de contréler les microorganismes bénéfiques soient-ils ou les germes de
contamination par des méthodes physico-chimiques entre autre pour éviter leur transmission.

Par ailleurs, les germes de contamination sont ceux qui ne sont pas censés se trouver dans un
milieu dit et sont souvent pathogénes. Ces microorganismes créent des équilibres écologiques et

peuvent produire des substances toxiques.

2. Ciblage des points de controle
La rigueur impose une surveillance microbiologique étroite de la chaine de fabrication d’un
produit impliquant I’usage des microorganismes bénéfiques pour les deux raisons suivantes :
- Gérer la quantité nécessaire des germes utilisés et éviter leur propagation ;
- Diagnostic d’hygiéne, contrdle des surfaces en contact avec la matiére :

- Eviter la contamination de la matiére premiére et des produits par les germes pathogénes.

3. Pratiques de stérilisation

En pratique microbiologique, la stérilisation est de rigueur pour éviter toutes formes de
contamination et travailler dans des conditions d’asepsie compléte. Elle est définie comme une
technique de destruction de tous les microorganismes d’un matériau quelconque (verres, plastique,
aliment, ...etc).

Le but de la stérilisation est de garantir que les microorganismes compteés ou identifiés
proviennent réellement de I'échantillon analysé. A cet effet, il faut s’assurer des critéres suivants :

- Desinfection des surfaces par des produits appropriés ;

- Mains désinfectées avec des produits hyrdoalcooliques ;

- Tous les récipients de prélévement doivent étre stériles.

4. Echantillonnage

L'¢chantillonnage est l'acte de prélever une certaine quantité de substances ou de matériaux

pour Panalyser dans un laboratoire. Les échantillons peuvent étre de différents types, de la

Cours Microbiologie Appliquée et Environnementale/ Dr. Asmaa BENAISSA / 2022
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-Evaluation, surveillance et vérification temporaires de la bonne application des bonnes
pratiques d'hygiéne dans des processus de fabrication spécifiques
-Recherche analytique visant a explorer ou distinguer un ou plusieurs micro-organismes

spécifiques dans tous les domaines de la recherche scientifique.

5. Méthodes d’étude des microorganismes

L'étude des micro-organismes utilise une variété de méthodes, qui peuvent mieux décrire
les microorganismes en fonction du phénotype et des caractéristiques phylogénétiques. Ce
dernier commence par des prélévements, des observations et des expériences guidées. En effet,
cette recherche commence par I'échantillonnage, qui permet de définir des outils
microbiologiques dans l'espace et dans le temps. Ensuite, il faut continuer a mesurer la biomasse
et l'activité métabolique, et isoler et caractériser les microorganismes. Toutes ces étapes
conduisent a l'analyse du comportement et de la fonction des micro-organismes. Cependant,
des difficultés peuvent étre rencontrées, qui est la non-cultivabilité de la plupart des micro-

organismes dans l'envitonnement.

5.1.Croissance sous des conditions controlées

La croissance est définie comme "l'augmentation ordonnée de tous les composants d'un
organisme, et dans les micro-organismes, elle conduit a une augmentation du nombre de
cellules. Pour cette raison, de nombreux nutriments doivent étre présents dans le milieu. De
plus, des facteurs physiques et chimiques peuvent favoriser ou inhiber cet apport en nutriments,

contrdlant ainsi la croissance.

5.2.Isolement des cultures pures (purification)
Le but de cette opération est d'obtenir différentes colonies pour chaque micro-organisme
différent. Lorsque tous les microorganismes qui composent une souche sont identiques, la
ouche est appelée souche pure : les colonies obtenues par étalement de la souche pure doivent

toutes avoir les mémes caractéristiques.

Cours Microbiologie Appliquée et Environnementale/ Dr. Asmaa BENAISSA/ 2022
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5.3.Caractérisation phénotypique
3 S\

‘giﬁ/,n,j,.;état frais, coloration simple et/ou double) :
i

Y

Permet de déterminer la taille, la forme, et ’arrangement des cellules.

=

- Coloration de Gram (coloration différentielle) permet de diviser les bactéries en deux
groupes : Gram Négatives et Gram Positives. Cette coloration fait appel & la combinaison
de deux colorants (Coloration primaire - Cristal violet Mauve / Coloration secondaire —
Safranine Rouge). La paroi Gram positif permet de piéger le ler colorant et la paroi Gram
négatif ne permet pas de piéger le ler colorant

- Coloration au Vert de Malachite des spores (structures résistantes utilisées pour la
survie dans des conditions défavorables). Contre coloration a la safranine

- Tests biochimiques (métabolismes)

- Tests physiologiques (recherche des enzymes respiratoire : catalase, oxydase, nitrates

réductases,.. etc).

5.4.Milieux de culture :
Ils peuvent étre divisés en différentes classes selon la consistance, la composition et la
fonction.
D’aprés la consistance, ils sont :
1. Liquides (bouillons)
- Culture en suspension (trouble homogene ou hétérogeéne)
- Distribution uniforme des éléments nutritifs
- Croissance de grandes quantités
2. Solides (gélose)
Les milieux solides sont de méme composition des milieux liquides additionnés d’un agent de
solidification (exemple : agar qui est un polysaccharide dérivé d’une algue). La gélose permet
I’isolation de colonies distinctes et des cultures pures.
D’aprés la composition, ils peuvent étre soit synthétique, complexe ou enrichis (voir chapitre
VI)

5.5.0bservation microscopique
La premicére observation des cellules microbiennes est souvent réalisée par un microscope
optique a fond clair (ordinaire), qui est équipé de 3 a 4 objectifs allant d’un grossissement *4
jusqu’a *100. Cette observation permet d’étudier ’aspect morphologique des cellules d'une

espéce microbienne. Elle comprend l'examen a 1'état frais (entre lame et lamelle a G*40) et

Cours Microbiologie Appliquée ef Environnementale/ Dr. Asmaa BENAISSA[ 2022
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Figure 1 : photographie d 'un microscope optiqiie a fond clair (Prescott et al., 2003)

5.6.Méthodes de dénombrement

Le but du dénombrement est de déterminer la concentration de germes contenus dans

I'échantillon initial. Pour cela, différentes techniques existent dont les plus utilisées :

1. Mesure de la turbidité (trouble en suspension en densité optique) par spectrophotométrie

a UV (quantité de lumiére qui peut traverser un échantillon)
Lumiére

Sans échantillon (témoin)

———— ] eeeer——c——

600nm

%
j Présence de I’échantillon

2. Dénombrement directe sur les lames (exemple : lame de Malassez)

Cours Mtcrob:ologle Apphquee ef Env:ronnemenfale/ Dr. Asmaa BENAISSA / 2022




Etaler des euhantlllons deb dﬁ;tﬁcﬁs sur un milieu de culture approprié

Incuber sous les conditions appropriées pour permettre la croissance

Des colonies sont formées

Les colonies sont comptées et le nombre initial de cellules viables est déterminé en
fonction de la dilution

Nombre le plus probable (NPP) : basé sur les statistiques de probabilités (table de Mac
Grady). Technique réalisée en milieu liquide.

v" Commencer avec un bouillon qui permet de déceler les caractéristiques désirées
(ex : BCPL bouillon lactosé au pourpre de bromocrésol pour mettre en évidence la
fermentation du lactose chez les coliformes) ;

v Inoculer différentes dilutions de I’échantillon a étre testé dans chacun de 3 tubes
Dilution3 Tubes/Dilutionl ml de chaque dilution dans chaque tube. Aprés une
periode d’incubation approprié, enregistrer les TUBES POSITIFS (qui présentent
une croissance et les caractéristiques désirées)

v' Apres I’incubation, le nombre de tubes qui démontre les caractéristiques désirées
sont enregistré.

v" Exemple de résultats pour une recherche des coliformes sur milieux BCPL (Figure
2)

- Dilutions : Tubes positifs : Choisir la bonne suite : 321 et la retrouver dans
la table de Mc Grady

- Multiplier le résultat par le facteur de dilution central 150 X 10°=1.5 X
10%/mL Puisque vous avez 1g dans 10mL doit multiplier encore par 101.5

X 10%/g

Cours Microbiologie Appliquée et Environnementale/ Dr. Asmaa BENAISSA/ 2022
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Figure 2 : Protocole de recherche des coliformes dans ’eau
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Chapitre Il : Ecologie Virale

/
/

nt'lune-place importante dans les écosystémes et les réseaux

Les virus occﬁpé tly
nutritionnels, en particulier ceux qui infectent les microorganismes procaryotes et eucaryotes.
Ces microorganismes acellulaires sont fortement impliqués dans les grands cycles
biogéochimiques et constituent une part majeure de la biomasse planétaire. Ils sont
omniprésents dans la biosphere et peuvent infecter tous les étres vivants. Ainsi, ils ont un
impact sur la diversité des populations microbiennes dans I'écosystéme, ['évolution génomique
de ces populations et les cycles biogéochimiques majeurs principaux ou indirects (Roux,
2013).

1. Définition

Les virus sont des particules microscopiques infectieuses qui ne peuvent se répliquer
qu'en pénétrant dans les cellules et en utilisant leur machinerie cellulaire. Les virus qui
infectent les bactéries sont des bactériophages. En latin, ce mot résume en fait les concepts de

«poison, venin, sécrétion, humour et infection» (Chastel, 1992).

2. Historique

La deécouverte du virus remonte au 19¢me siecle et était l'ccuvre d’Adolf Meyer (1892)
est sur la feuille du tabac. Le scientifique allemand a découvert que cette maladie qui touchait
les feuilles de tabac pouvait se propager d'une plante a l'autre. Le virus de la mosaique du
tabac (VMT) n'a été identifié qu'en 1935 par Wendell Stanley. Mais c’est les travaux de
Dimitri Ivanovsky (1864-1920) qui ont permet une premiére description du virus. Plus tard,
le microbiologiste Martinus Beijerinck (1851-1931) comprit que la particule infectieuse devait
€tre bien plus petite qu'une bactérie et le nomma ce pathogéne « virus » (Zaitlin, 1998).

Cependant, Robert Koch (1843-1910) et Fredriech Loeffer (1852-1915) sont les premiers
auteurs a identifier le virus comme une plus petite particule que la bactérie car non retenue
par les filtres de Chamberland qui normalement retiennent les bactéries (Mahy, 2005). D’autre
part, Ernest Hanbury Hankin (1865-1939) fut le microbiologiste qui a noté le pouvoir
antibactérien d’un virus contre Vibrio cholera, mais c’est les travaux de Frederick William
Twort (1877-1950), qui ont mis a jour ’existence d’un virus infectant les bactéries, appelé

« bactériophage » (Roux, 2013).
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3. Structure générale des virus
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e DN ou ARN) sont enfermés
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dans une enveloppe protéique : la capside. Cette derniére est formée d’un ensemble de

Les virus sont des particules infectieuses dont [e:
protéines regroupées en sous-unités appelées « capsomeres ». Ils sont cependant incapables
de se multiplier et croitre de maniére autonome (Roux, 2013). En dépit de la description
morphologique (Figure 3), I'analyse génétique fut plus intéressante. Le premier virus
séquencé est en fait un bactériophage, appelé Enterobacteria phage MS2 (Fiers ef al., 1976).

ac:de nuclérgue (AF3] ou ADN}

e protégeant Vacide nucléigus
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zuz celules ot 4'y pénétrer ou d'en sarnir}

Figure 3 : structure générale d'un virus (Joubert, 2006)
4. Impacts
Les virus sont omniprésents dans la biosphere et peuvent infecter tous les étres vivants. Au sein
des écosysteémes, les virus ont un impact sur :

La quantité et diversité de la population microbienne

L’évolution des génomes de ces populations
- Les cycles biogéochimiques de la matiére.
En effet, ’activité métabolique et ’abondance des microorganismes dans les écosystémes sont

affectées par les infections virales dont ils souffrent.

5. Ecologie virale en milieu aquatique
Le principal facteur biologique limitant la diversité et I'abondance des virus semble étre
l'abondance d'hotes sensibles. La présence d'extensions ou de processus épineux (un
polymorphisme) observés uniquement chez les virus aquatiques augmente la probabilité de
rencontrer 1'hdte, en particulier dans un environnement oligotrophique. Par conséquent, il est
trés probable que toutes les communautés aquatiques, procaryotes ou eucaryotes, soient

infectées par des virus dans leur environnement. D'un point de vue quantitatif, les virus dont la
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densité oscille généralement entre 10* et 10° mL ~ Tomlent une"cj:ompo\ante trés dynamique

des écosystémes aquatiques, et ces virus sont pr1nc1pg1§meﬂt_}epresenteb par des particules

a"‘ti

virales récemment produites (Figure 4). Leur dynamique saisonmicre dépend de facteurs non
biologiques (température, rayonnement ultraviolet, réactifs chimiques, etc.) et biologiques
(hotes sensibles, charges organiques, etc.) (Amblard er al, 1998). D'un point de vue
fonctionnel, Suttle (1994) a estimé qu'en milieu marin, les virus sont responsables de plus de
30 % de la mortalité phytoplanctonique et de prés de 10 % de la mortalité phytoplanctonique.
Les principaux facteurs susceptibles de réguler I'abondance et la production de bactéries dans
le milieu aquatique sont la température, les ressources, la prédation et la lyse du virus (Rivkin

and Anderson, 1997).

Extension de niche

Fones cher Phét

Figure 4 : Principales interactions entre virus et hétes dans [’écosysteme marin (Middelboe

and Brussaard, 2017)

r

Méme si la contribution des écosystémes aquatiques a la dissémination des agents
pathogénes viraux entériques est connue depuis des décennies, l'importance des virions
sauvages qui instruisent les communautés aquatiques et les réseaux alimentaires n'a été mise en

évidence que relativement récemment. Les preuves d'infections virales dans les deux domaines

Cours Microbiologie Appliquée et Environnementale/ Dr. Asmaa BENAISSA/ 2022



s
uxzﬂ\_wl
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protozooplancton, ont amené les biologistes mar ins a~s 1rrt§ﬁtrgel_ 3!
sur des processus tels que (1) la mortalité des InlCIOOIéESHlE‘ (2) la nutrition des protistes
hétérotrophes, (3) la promotion des échanges de matériel génétique entre les populations
microbiennes, (4) le maintien de la diversité des especes, (5) I'induction d'agrégats
planctoniques, et (6) le cycle de ]a matiére organique dans les €cosystemes aquatiques (Amblard
et al., 1984)

Les virus influencent sans aucun doute & des degrés divers les processus biologiques dans
les écosystémes aquatiques, bien que presque toutes les études sur l'écologie des virus
pélagiques soient réalisées pendant une période limitée de l'année, principalement dans les
zones marines et les eaux situées dans les zones tempérées.

Cela affecte directement le calcul du flux de carbone et la compréhension des pompes
biologiques. En fait, au départ, la capture du dioxyde de carbone dans l'atmosphere était
principalement réalisée par des organismes photosynthétiques, y compris des micro-organisies
aquatiques. Par conséquent, le réchauffement climatique devrait étre le résultat d'une

augmentation des gaz a effet de serre, dont le plus important est le dioxyde de carbone.

6. Les métagénomes viraux
La métagénomique, ou séquencage aléatoire a grande échelle de fragments nucléotidiques
extraits d'échantillons, offre une perspective unique sur le génome viral. Par conséquent, ce
genre d’approche récemment développée met en évidence la population exceptionnellement
riche de virus environnementaux en termes de genes et de génotypes (Roux, 2013).
« En établissant le serveur Web Metavir, qui est le premier serveur dédié a 'analyse des
virions, une nouvelle méthode d'analyse adaptee 4 la spécificité du génome viral et du
métagénome a été développee. Aujourd'hui, Metavir propose un ensemble d'outils
cohérents pour différents types de virus. Metavir compte plus de 300 utilisateurs et peut
analyser plus de 2 000 virus
« Le potentiel fonctionnel du génome viral peut étre exploré par I'¢tude conjointe d'un
groupe de virions. Aprés une analyse rigoureuse de la contamination potentielle, il a pu
étre démontré que le génome viral comprend un ensemble limité mais non négligeable
de génes liés au métabolisme cellulaire. Par conséquent, la plupart des virus agissent
sans aucun doute directement sur le métabolisme des cellules hotes lors de l'infection.
« En tant que facteur constituant la communauté virale aquatique, les parametres

environnementaux, en particulier la salinité, sont également dominants. La distance
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remarquable capacité de dispersion de la cap de virale. Cependant il semble y avoir
J

une adaptabilité locale dans certains cas, en pat tctifier-1 lor \qu 'il y a une concurrence

claire entre la résistance développée par I'hdte et la capacité d'infecter le virus.

« Enfin, différentes familles de petits virus &8 ADN simple brin ont été caractérisées par
méta-analyse virale. Leur apparente simplicité révéle donc un mécanisme évolutif plus
complexe que prévu, impliquant des capacités de circulation et de transfert de genes.
Jusqu’a présent, ils étaient considérés comme le privilége des virus a ADN double brin
et s'interrogeaient sur la séparation acceptable entre eux. Différents groupes de virus
sont divisés en fonction de la nature de leurs génomes. En permettant des études allant
de la taille des communautés a des génotypes spécifiques, les virions sont 'outil de choix
pour caractériser la diversité virale, comprendre les différents facteurs qui régulent ces
communautés, et ainsi mieux comprendre la localisation des virus dans la biosphere. .
De plus, ces études ont confirmé qu'il existe des interactions étroites entre virus et
organismes cellulaires. Ces interactions semblent nombreuses et multiples de nature et
de conséquences et traversent toute l'histoire des organismes. Par conséquent, ces
nouvelles connaissances apportées par l'analyse des virosomes permettent de résoudre
certaines questions fondamentales sur l'origine des innovations évolutives majeures ou

la fonction globale des €cosysteémes
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Chabitre lll : Qualité et traitement des eaux
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2. Pollution de ’eau

¢galement causée par les pluies acides, leéﬁgfﬁs agricoles et les micro-organismes libérés
avec les matiéres fécales. Ces différents types de pollution deéséquilibrent 'écosysteme
(acidification, eutrophisation) et y affectent les étres vivants (destruction d'especes animales,
pollution). La pollution est un changement dans la qualité de 'sau. Les rejets d'eau domestique
et diverses activités humaines, industrielles et agricoles sont les principales sources de pollution

des eaux de surface.

3. Traitement des eaux usées

La station d'épuration traite les eaux usées collectées et produit des eaux traitées et des
résidus d'épuration (boues), qui sont rejetés dans le milieu naturel. Les boues sont constituées
d'eau, de matiéres organiques et de minéraux La présence de substances nocives et de
microorganismes pathogénes oblige a traiter ['eau avant consommation. Il existe une différence
entre le traitement pour purifier l'eau avant consommation et le traitement pour purifier les eaux

usées afin de restituer une eau de qualité acceptable a l'environnement.

En théorie, le traitement des eaux usées comprend trois traitements consécutifs :
« Traitement primaire, dont le but est d'éliminer la plupart des solides ;
« Traitement secondaire ou biologique, dont le but est de biodégrader les matieres organiques
par divers procédés impliquant des microorganismes ;

« Le troisiéme traitement va assurer 1'élimination ultime des polluants et désinfecter l'eau.

4. Station d’épuration

La station d’épuration des eaux usées (STEP) est une installation destinée a épurer les
eaux usées domestiques ou industrielles et les eaux de pluie avant leur rejet dans le milieu
naturel. L'objectif du traitement est de séparer I'eau des substances indésirables présentes dans
le milieu récepteur (Figure 5). Il peut utiliser plusieurs principes physiques, chimique et de
biologique. Dans la plupart des cas, ¢’est le processus biologique qui est impliqué par ['usage
des bactéries qui peuvent dégrader la matiére organique. La station d'épuration est constituée
d'une série d'équipements destinés a extraire les différents polluants contenus dans I'eau a
différents stades. Les polluants laissés dans la station d'épuration sont transformés en boues
(Figure 6). La continuité des équipements est calculée en fonction de la nature des eaux usées

collectées sur le réseau et du type de pollution a traiter. La capacité d'une station d'épuration
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Figure 5 : Représentation schématique d’une station d’épuration des eaux usées (Altmeyer et al., 1990)
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décantation secondaire (5)

Figure 6 : Schéma simplifié d'une STEP (Plagellat, 2004)

4.1. Prétraitement
4.1.1. Le dégrillage : les eaux sales passent au travers de plusieurs grilles qui retiennent et
enlévent les plus gros déchets (coton-tige, morceaux de papier, de plastique, de

bois...). Au terme de cette opération, les eaux sont toujours grises.
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4.1.3. Le dessablage : les sables et graviers plus-fourds se déposent au fond de ce méme

ouvrage et puis sont envoyés a la décharge publique.

4.2. Traitement primaire : décantation des matieres solides en suspension dans 1'eau.

Dans certaines stations, les eaux peuvent reposer plus de deux heures dans un grand bassin
appelé décanteur primaire.

Lentement, les eaux se débarrassent de leurs impuretés ; les fines particules en suspension
se déposent dans le fond du bassin ou elles sont raclées et évacuées. Cette masse de matiére
forme des boues. A ce stade, les eaux sont moins sales mais toujours chargées de pollution.
Elles sont conduites vers d'autres bassins ou s'effectue le traitement secondaire ou traitement

biologique.

4.3. Traitement biologique

Parmi les technologies utilisées pour le traitement des eaux usées, l'etficacité des
réacteurs a biofilm est reconnue. Ensuite, I'eau pénétre dans le bassin d'aération, également
appelé bioréacteur. Par conséquent, le principe du traitement biologique repose sur la capacité
des bactéries a dégrader les composés organiques nocifs dans I'eau. Une fois que ces bactéries
aérobies sont stimulées par I'oxygéne traversant I'étang, elles se nourrissent d'abord de pollution
organique et continuent a purifier l'eau. Ces réacteurs sont généralement utilisés pour le
traitement de 'eau afin d'éliminer la pollution due au carbone et & 'azote, aux hydrocarbures,
aux pesticides ou aux composés médicinaux (Picard, 2011).

Les microorganismes purifiés sont des bactéries hétérotrophes, qui sont introduites sous
forme libre en suspension (traitée avec des boues activées) ou sous forme fixe. Notant qu’il faut
alimenter le réacteur en continu ou en semi-continu car les microorganismes se nourrissant de
mati€re organique, et convertissant les polluants par adsorption ou absorption sur des flocs
bactériens, ou par conversion en cytoplasme, ou par oxydation en CO; et H2O. La purification
biologique peut étre réalisée en aérobie ou anaérobie, mais la voie aérobie (processus plus
rapide et plus complet) est couramment utilisée (Plagellat, 2004).

Dans le réacteur a membrane a biofilm utilisé dans les stations d'épuration des eaux usées,
la membrane sépare deux phases, dont 'une est représentée par la formation d'eau ou de biofilm.
Clest le cas de l'utilisation de bactéries méthanotrophes, qui peuvent étre dégradées par le co-

métabolisme des hydrocarbures aromatiques chlorés en présence d'oxygéne et de méthane.
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décantation secondaire. Les boues formées en éliminant la contamination bactérienne tombent
au fond du bassin de sédimentation ou elles sont concentrées. Les boues sont ensuite vidées et
utilisées comme engrais agricole, sinon elles seront incinérées. Ils peuvent effectuer des

traitements destinés a les sécher (pressage, essorage, etc.).
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Figure 7 : Stratification en deuix zones (aérobie et anoxigue) sur | 'épaisseur du biofilm pour une

nitrification et une dénitrification simultanée (Picard, 2011)
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Chapitre IV : Diversité des microorganismes ef des métabolismes

1. Diversité des microorganismes

1l est désormais établi que les microorganismes dominent la biosphére. Ces derniers, peuvent
prospérer dans les milieux extrémes (froid, chaud, salé,...etc). Ainsi, grace a leurs divers
métabolismes, ils entretiennent entre autre les cycles bioge tochimiques de la matiére dans
I’environnement (carbone, oxygéne, azote, phosphore, soufre, etc) et y joueraient un role
primordiale. On les retrouve partout ou il y a la vie, aussi bien dans les environnements aquatiques,
terrestres, souterrains ou aériens.

Dans un écosystéme donné, les microorganismes constituent souvent les producteurs
primaires, constituant le premier maillon de la chaine alimentaire, ou encore jouer le role de
décomposeurs, responsables de la minéralisation de la matiére organique. Outre I’importance vitale
des microorganismes dans la biosphére, ceux-ci ont parfois un impact majeur en bioprospection
pour des applications dans des secteurs comme I’agro-alimentaire, 1’agriculture, la pharmacologie,

la cosmétologie et I’environnement.

1.1.Diversité taxonomique

La diversité taxonomique (diversité et distribution des taxons) des communautes
microbiennes est étudiée séparément pour les 3 grands regnes : bactéries, champignons et archées
(Lemmel, 2019, Figure 8).

La diversité microbienne n'est pas seulement la diversité du nombre d'espéces qui existent,
mais aussi la diversité des caractéristiques des souches au sein d'une espece, c'est-a-dire la diversité
des sous-espéces (infra-spécifique). Cette derniére est visible a travers les diverses propri€tés
métaboliques, notamment lorsque l'on caractérise le génome lui-méme : des techniques simples
permettent de prouver cette diversité a une échelle trés fine ; elles sont généralement issues de la
PCR (Balandreau, 2000). Par conséquent, la diversite taxonomique des bactéries et des archées est
obtenue par séquengage d'une partie du géne codant pour I'ARN ribosomique 16S (ADNr 16S),
tandis que la diversité fongique peut €tre obtenue par 'ADNr 18S ou STI (espaceur transcrit interne
- ¢'est-a-dire une partie de la région situce entre 18S) a été séquencé pour établir ’ADNr 5.8S et

28S (Bertrand et al., 2011).
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Figure 9 : Organigramme montrant les différentes possibilités de caractériser un
échantillon environnemental par analyse comparative des ségquences d'ARNr. RT,
transcriptase inverse (Amann et al., 1995). Le clonage de 'ADNc transcrit a partir de
I'ARNr 16S a l'aide de l'enzyme transcriptase inverse permet, comme dans le cas de la

PCR, de récupérer sélectivement les informations utiles sur la séquence de I'ARNr.

1.3.Non-cultivabilité des microorganismes de ’environnement : obstacle a ’¢tude de la

diversité microbienne
Il est quasi-difficile de cultiver la plupart des micro-organismes de l'environnement naturel

(Tableau 2), en particulier les bactéries (Balandreau, 2000).
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e comme le pourcentage des bactéries cultivables
Vil - o S .
par rapport aux cellilestotales-déterminées par comptage direct. (Amann et al., 1995)
e N

Habitat Cultivabilité {%)°
Eau de mer P.007-0,1

Eau douce 0,25

Lac méscirophigue G,1-1

Eau: d'estuaires non polluées 3,1-3

Boues actives 1-t5
Sadiments 0.25

Sl 0.3

TBaclenes cullvables mesurees en W@t qu unites fonnan: ges colonzs (UL

Ce pourcentage de cultivabilité trés infime (tableau ci-dessus), peut étre expliqué par les
points suivants :

» Le support de croissance choisi ne peut pas étre universel, et toutes les conditions
environnementales ne peuvent pas étre reproduites sur un méme support, notamment pour les
environnements a forts gradients physiques et chimiques. Certaines cellules en dehors de
l'environnement peuvent entrer dans un état viable mais non cultivable. Cet état cellulaire
correspond & l'adaptation aux conditions de stress, notamment nutritionnelles. Elle
s'accompagne de modifications physiologiques et structurelles et ne peut étre simplement
restaurée sur des supports synthétiques.

» Cet état peut durer de quelques jours & plusieurs années. Des populations pauvres
peuvent remplacer la plupart des populations qui ne sont pas bien adaptées au milieu de culture.

» Les populations riches en liquide peuvent ne pas se développer sur le milieu
solide.

» La quantit¢ d'inoculum choisie pour l'enrichissement influence le type de
cellules enrichies. Des micro-organismes différents ayant des conditions de croissance

similaires seront difficilement distinguables.

2. Diversité métabolique
Le métabolisme est un ensemble de réactions biochimiques qui se produisent dans les cellules.
'est un processus impliquant des processus de dégradation (catabolisme) et de synthése organique

(anabolisme).
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On peut opf)esér fés\’bauténe; ayant un meétabolisme fermentatif et celles ayant un
\ \ \

métabolisme de type {ésplratmg(EIgure 10).

L. Pour les \bﬂéfem:a;" métabolisme fermentatif, la dégradation du glucose est
incompléte et aboutit a la formation de divers composés organiques (acides organiques).

2, Pour les bactéries ayant un métabolisme de type respiratoire, la dégradation se fait
par le cycle de Krebs. L’accepteur final d’électron est I’oxygéne. Chez les bactéries le systéme de

transport d’électrons est situé dans la membrane cytoplasmique.

respiration

Electran
transport

chain and %
chemiosmosizs

Figure 10 : Fiche explicative des étapes de la fermentation et la respiration

(httns://microbiologie-clinique.com/Physiologie-bact%C3%:A9rienne . html)

Les microorganismes sont classés selon la maniére dont ils se procurent de 1’énergie et du
carbone (Figure 11). Les deux voies de production d’énergie sont la phototrophie et la

chimiotrophie.
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d’énergie et sont donc

capables de réaliser la pho\to nth_efa.e)ILeXNte ¢également des microorganismes photohétérotrophes
qui utilisent des sources de carbone organique. En raison du phytochrome (chlorophylle) ou de la
chlorophylle bactérienne, les microorganismes utilisent 1'énergie lumineuse pour produire I’ATP
(photosynthése anoxygénique, les donneurs d’électrons sont des composés inorganiques autres que
I’'H,0).

-Les microorganismes chimiotrophes utilisent une source d’énergie chimique. Nous
distinguons les organismes chimioorganotrophes qui obtiennent de I'énergie par l'oxydation de
composés organiques et les chimiolithotrophes qui tirent de leur énergie & partir oxydation de
composés inorganiques réduits tels que le fer (Fe®"), I'ammonium (NH4"), le dihydrogene (H2) ou
I'hydrogéne sulfuré (H2S). La chimiotrophie est le métabolisme le plus courant chez les
microorganismes. Les chimiorganohétérotrophes utilisent généralement de l'oxygéne (O2) comme
accepteur d'électrons terminal pour l'aérobie. Cependant, en I'absence d'oxygene, la croissance est

possible par fermentation ou par l'utilisation d'un autre accepteur final d’électrons tels que la

respiration nitrate (NOs3~, NO%).

Source de Carbone organique %

Donneur d électron inorganique %
[l
Donneur électron organique %

E‘;
L]

100

r
oy
=

Source de Carbone inorganique %

Figure 11 : Diversité des métabolisimes chimiotrophes. La croissance des procaryotes en fonction des
donneurs d’électrons organiques ou inorganiques est exprimée comme des pourcentages variables

d’énergie totale et de carbone nécessaire (modifié par Byrne, 2008 d’apres Karl, 1995).
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Ghapitre IV : Diversité des microorganismes et des métabolismes

AU

| %

hétérotrophes ont I’avantage d’utiliser une large gamme de

P A

Les microorganism
composés organiques pour eur-eroissance contrairement & certains microorganismes ne peuvent
utiliser qu’un ou deux composés organiques comme source d’¢énergie et de carbone (Smith and
Hoare, 1977). Un autre avantage de ce métabolisme est que les organismes peuvent utiliser plus
dun substrat a la fois par diverses voies métaboliques. Certains procaryotes effectuent non
seulement un métabolisme énergétique chimique des nutriments inorganiques, mais ont également
la capacité d'effectuer un métabolisme chimique organique hétérotrophe et utilisent le dioxyde de
carbone comme source de carbone (autotrophe). Nutrition chimique Les microorganismes de
nutrition chimique utilisent des substances inorganiques comme SOurces d'énergie. Les organismes
de nutrition chimique obligatoire doivent réduire les composés inorganiques en tant que sources
d'énergie pour se développer. De nombreux micro-organismes nutritifs chimiques obligatoires
peuvent utiliser le carbone inorganique (tel que le CO, le CO2) comme seule source de carbone. De
plus, a la place des composées inorganiques, d'autres procaryotes peuvent utiliser une variété de

substances organiques. Les principaux donneurs d'¢lectrons sont Ha, Fe?*, HaS et S°.
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La structure des éléments biologiques ou de la matiére biologique préte une attention
particuliére a l'interaction entre la géosphere, l'atmospheére et la biosphére (Figure 12). Il existe
des éléments majeurs : C, H, O, N, S, P, K, Mg et Ca, et des oligo-éléments : Fe, Mn, Cu, Co,
Ni, V, W, Zn, etc (Gobat et al, 2010). Ces éléments sont sujets a des réactions
d'oxydoréduction, y compris dans les systémes biologiques, mais il ne reste pas seulement les

réactions de précipitation et de solubilisation.
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Figure 12 : place de la biogéochimie (Pédro, 2007).

1. Cycle du carbone
1.1.Formes du carbone

En termes d'abondance, le carbone est considéré comme le quatriéme élément chimique
aprés lhydrogeéne, l'hélium et l'oxygéne. En raison de l'activité volcanique, il existe
principalement dans le manteau sous forme de roches sédimentaires carbonatées,
principalement formées de carbonate et de calcium (calcite), et d'une petite quantité de
carbonate mixte (dolomite) de calcium et de magnésium (Gobat er al, 2010). C'est aussi

I'¢lément de base de la matiére vivante, et il a deux formes :
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-Matle\ 01 gamque t(}ﬂteb/leb molécules qui composent les organismes vivants.

-Inmgamqu‘COo op CaCOa dans I'atmosphére, la plupart du CO2 et CHs produits par la

respiration et la fermentation.

La photosynthése est le principal flux d'entrée de C (réservoir de CO; dans l'atmosphere)
et la respiration représente le mécanisme de reflux, ces deux réactions chimiques sont donc a la
base du recyclage de C. D'autre part, le but de la fermentation est "d'utiliser du carbone non

atmosphérique". Il faut également noter que le flux de carbone industriel génére par l'utilisation

de I'énergie fossile est bien supérieur au flux naturel.

1.2.Etapes du cycle

Le cycle du carbone comprend trois étapes : la fixation, la minéralisation et la rétention
(Figure 13). 1. La fixation est une étape synthétique qui combine le carbone dans le dioxyde de
carbone en molécules organiques. 2. Au contraire, dans le processus de fixation, la
minéralisation est I'étape ou le carbone contenu dans le composé organique retourne dans
l'environnement sous forme de minéral. 3. Le nouveau cycle recommence, sauf qu'une partie
du carbone libéré passe par l'étape de rétention. Le carbone est piégé dans des composés

insolubles et est difficile & dégrader ou temporairement difficile a dégrader.

C atmosphérique (98,7% G0,.1,3% ClH, )

792 Pg.
/ ‘\
Respiration

\-"'. - 50 P}Cidn
\A

C biomasse épigée
720 Pg,

—_ ]
Litiere, mues, <"1da¥ca efe. 55 Pgeian

C organique sols, sédiments,
tourbe, biomassa du sol
2160 Pg,

N
\

Fossibsation  Retour tectonigue

0.1 Pg.fan 0.1 Pg-/an?
\ ’
N /

C organique fossiie: kér

Figure 13 : Cycle global du carbone organique terrestre (Gobat et al., 2010)
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1.3. Réservoirs du carbone

/

S

Danales\qlil/a/durée de stockage du carbone (matiére organique) peut varier de quelques
minutes & des centaines voire des milliers d'années. Le temps de séjour dépend de la stabilité
de la matiére organique et de la compétition entre le processus de dégradation. Cependant, la
principale source d'enrichissement en carbone organique est l'apport de déchets et de porte-
greffe. L'exsudat est composé de plusieurs sources de carbone, qui induisent une augmentation
de l'abondance et de l'activité des microorganismes (on dit effet rhizosphere). La compétition

nutritionnelle entre les deux microorganismes dépend de leur dégradation des compose:

[92]

¢l

exsudés (Lemmel, 2019). En fait, la fonction de dégradation de la plupart des composés de ba:
poids moléculaire (en particulier les monosaccharides) semble étre omniprésente dans la
communauté microbienne (Macura and Kubatova, 1973). De plus, selon les recherches de Jones
et al. (2003), les communautés microbiennes utilisent principalement le sucre et les acides
aminés pour favoriser la croissance (assimilation), tandis que les acides organiques sont

principalement utilisés pour la respiration (minéralisation).

1.4.Rdle des microorganismes

Les processus biologiques constituent I'ensemble des réactions microbiennes, conduisant
4 la dégradation des HAP et a la production de métabolites secondaires, voire a la minéralisation
compléte des HAP en carbone minéral (CO2) (Cerniglia, 1992). Ces processus determinent
principalement le devenir des hydrocarbures aromatiques polycycliques dans le sol. La
dégradation peut étre réalisée selon deux types de métabolisme : 1) le métabolisme microbien
(ou assimilation microbienne), en utilisant les HAP comme source de carbone ou d'énergie pour
synthétiser la biomasse. ii) Co-métabolisme, qui correspond & la dégradation des HAP sans
bénéfices nutritionnels et énergétiques pour les organismes apparentés, mais peut détoxifier le

milieu de culture (Lemmel, 2019).

Dans des conditions hypoxiques (anoxiques), le méthane represente I'essentiel du carbone
utilisé par les bactéries méthanogénes. Il sera minéralisé sous forme de méthane, mais l'effet de
la méthanisation est différent. Ces bactéries favorisent efficacement la propagation du methane
dans 'atmosphére, réduisant ainsi I'effet de serre. Selon I'assimilation du carbone, deux groupes
de micro-organismes sont consideres :

- Aérobie : décomposent les matiéres organiques en dégageant le CO2 (respiration)

- Anaérobie ; décomposent les matiéres organiques produisent le CO2 et CHa
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Figure 14 : Cycle biologique du carbone (Gobat et al., 2010)

A retenir :
- Le dioxyde de carbone dans l'atmosphére est principalement fixé par des organismes
photosynthétiques ~autotrophes (tels que des micro-organismes synthétisés

chimiquement) ;
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L'acte d/e{mélanger des cellules microbiennes et des résidus végétaux dans le sol
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\v“‘\~:£f~p0yr former de la matiére organique ;

< | 4

- Les micro-organismes décomposent le carbone organique en libérant une partie de

la forme de CO», par exemple : Altermonas sp ;

2. Cycle de oxygéne
Sur le plan de la biosphere, la majorité des organismes utilisent l'oxygene moléculaire
comme accepteur d'électrons final pendant la respiration, et ils sont produits en paralléle par la

photosynthése. Dans le sol, les réactions d'oxydoréduction aérobie dépendent fortement de la

présence d'oxygene.

2.1.Formes
Dans l'environnement, l'oxygéne échange directement avec la biosphére et est distribué dans
cing réservoirs (02 moléculaire, Oy de I’eau, 1’02 du gaz carbonique, 10> des minéraux,

carbonates et I’O; de la biomasse)

2.2.Etapes
L’oxygene est trés impliqué dans une grande variété de réactions biologiques et redox,
cependant, deux métabolismes principaux contrdlent les flux entre les réservoirs (Gobat et al,
2010) ; a savoir :
- La photosynthese oxygénique : ce type de métabolisme est caractéristique dans la
majeur partie par les végétaux mais pas seulement, les bactéries photosynthétiques
(ex : Chlorobium) et les cyanobactéries (ex : Pleurocapsa)
12 H20= >60,+12H (phototrophie)
L’hydrogeéne produit va servir a fixer le CO; (autotrophie)
6CO+12H=>C¢H,04+6H,0
On constate donc a partir de ces deux réactions que 'oxygene dégagé par la
phototrophie est issu de I’eau tandis que celui du CO» se retrouve en moitié dans la
biomasse et I’eau a part égale
- La respiration organotrophe aérobie : pratiquement tous les eucaryotes et une
fraction importante des procaryotes réalisent cette respiration. Elle inclut les
réactions inverses de la photosynthése oxygénique ce qui maintien une certaine

stabilité de la concentration de I’oxygéne dans I’atmosphére :
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Figure 15 : Tricycle biologique de I’oxygéne (trois principaux cycle et réactions accessoires) (Gobat

etal, 2010)

3. Cycle de ’azote

L'azote est un composant omniprésent dans les molécules biologiques (protéines, acides
nucléiques, vitamines, etc.) et est un composant essentiel pour la croissance et le développement
de tous les étres vivants. En termes de quantité, N est le 34e élément du globe, il est donc
considéré comme «rare». 98% de celui-ci se trouve dans les roches, il se propage par les
émissions volcaniques, et les relais sont principalement captés par le monde microbien.
Cependant, N est chimiquement trés stable et nécessite une grande quantité d'énergie
d'activation pour le faire réagir avec d'autres éléments (N réactif). Par exemple, dans
l'atmosphere, le rayonnement solaire ou la foudre oxyderont 1'azote N (phénoméne de pluies

acides).

3.1.Formes
D’autre part, Le N représente le 3°"° élément de biomasse aprés C et O chez les étres
vivants, tandis que le N organique est issu essentiellement de la biomasse morte. Le N
inorganique est représenté par les ions : NH4", NO2", NOs', dont une fraction importante se
trouve dans 1’hydrosphére car trés solubles.
Les ions de N dépendent de la présence de I’oxygéne, par exemple :
- Enmilieu oxique (présence d’oxygéne), les nitrites se transforment en nitrates

- En milieu inoxique (absence d’oxygéne), les nitrites se transforment en ammonium
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La fixation, lanitrification, la dénitrification, I’assimilation et I’ammonification sont les

cing étapes du cycle de ’azote.
1. La fixation correspond 4 la transformation de 1’azote atmosphérique en ammoniac puis
en ions ammonium. Ce processus peut étre d’ordre biologique ou industriel.

- La fixation biologique au niveau de la lithosphére peut se faire grace aux bacteries
symbiotiques avec les racines des 1égumineuses (ex : Rhizobium) tandis que dans
le milieu aquatique c’est les cyanobactéries qui prennent le relais (ex :
Trichodesmium)

- La fixation industrielle est surtout représentée par la fabrication de produits a base
d’azotes tels que les engrais chimiques

2. L’ammonium est ensuite converti en nitrites puis en nitrates au cours de la
nitrification ces deux premieres étapes ne sont réalisées que par quelques rares
especes bactériennes.

Les nitrates produits peuvent :

« Subir une dénitrification et retourner dans 1’atmospheére ;

o Btre assimilés et servir a la synthése de composés organiques azotés;

« Btre décomposés lors de I’ammonification et de la dénitrification avant d’entreprendre un

nouveau cycle.
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Figure 16 : Cycle global de ’azote (Gobat et al., 2010)
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Fixation : transformation de I’azote moléculaire de I’air en ammoniac et en ions ammonium
Nitrification : transformation de I’ammonium en nitrites puis en nitrates

Dénitrification : transformation des nitrates en azote moléculaire
Assimilation/Minéralisation : incorporation de 1’azote des nitrates dans les acides aminés et
les autres composés organiques azotés (nutrition minérale azotée)

Ammonification : fransformation de [’azote organique en azote ammoniacal par les
microorganismes hétérotrophes

Nitro-ammonification : transformation des nitrites en ammonium
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Figure 17 : Cycle biologique de I’azote (Gobat et al., 2010)

Le cycle d’oxydoréduction de I’azote inclue les réactions suivantes :
- Nitrification (oxydation) : NH3" en NOs', cette réaction inclut deux étapes :
Nitritation (NH3" en NO2") ex : Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosospira
Nitratation (NO2’en NO3") ex : Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospira

- Nitro-ammonification (réduction) : NO>"en NH3"
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fermentation (1 : oxydation bactéries aérobies, 2: réduction bactéries

Jlama /\ é . : i 3 3
~J " Ganaérobies) : NH3z" + 20,= >NOs” + H" +HO, ce phénomene représente la
respiration anaérobie
- Dénitrification (réduction) : elle est considérée comme une roue de secours en cas

de carence en Os.
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Figure 18 : Les différentes formes de [’azote le degré d’oxydation

3.4.Pompe de ’azote
Le principe de la pompe a azote lui permet de traverser les continents, les niveaux des
eaux souterraines et les océans (Gobat et al., 2010).
1. Au niveau continental (sol : milieu aérobie), la matiére organique est convertie en ammoniac
par ammonification, puis convertie en nitrate par nitrification
2. Au niveau souterrain et des océans, les nitrates dissous en excés seront converti en azote

moléculaire par dénitrification, sinon il sera absorbé et incorporé a de la matiere organique.

3.5.Les microorganismes fixateurs d’azote

1y a une grande quantité d'azote dans ['atmospheére sous forime de minéraux. Cependant,
la capacité de fixer I'azote atmosphérique par le complexe enzymatique nitrogénase est limitée
a quelques bactéries (Figure 19).

Les légumineuses peuvent établir des interactions symbiotiques avec des rhizobactéries
appelées Rhizobia. Cette interaction implique deux processus strictement contrdlés par les
plantes : l'infection bactérienne et la formation de nouveaux organes: les nodules, dans
lesquelles 1'azote atmosphérique est réduit. Fait intéressant, seules des bactéries diftérenciées
(bactéroides) peuvent fixer I'azote. En culture libre, les bactéries n'expriment pas de nitrogénase
(Kneip et al, 2007). Parmi tous les systémes de liaison du N atmosphérique, la relation
symbiotique est la plus importante. Ces facteurs conduisent a une réduction de 120 millions de

tonnes d'azote dans l'atmosphére chaque année (Freiberg et al., 1997).
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< Apports d'azote de I'Aydrosphére aux sois Quantité en 10% t/an  en g an-fm?
Fixation biologique
Fixation par les microorganisimes terresires 14 0.03
Fixation par les algues bieues et les bactéries
nitrifiantes marines 10 . 0.02
Lessivage des sédiments nitrés 30 0.06
Fixation atrmosphérique 7,6 0.015
Volecanisme 0,2
62 a.f12
Pertes d'azote
Da&nitrification terrestre 43 E
Dénitrification marine 40
Sédimentation 0,2
Total 83

©> @
Systéme de fixation symbiose association bactéries libres
Microorganismes Rhizobium Azospirillum Azotobacter
Azotobacter Klebsiella
Source d'énergie Métabolites Exsudats hétérotrophes ou
racinaires photosynthétiques

Figure 19 : Représentation schématigue des microorganisiies fixateurs d’azote

4. Cycle du soufre
Le soufre est considéré comme un élément constitutif de la matiére vivante et un élément

redox tout comme I’oxygene, 1’azote et le fer (Gobat ez al., 2010).

4.1.Formes
Au niveau de la biosphére, 1'échange de soufre provient principalement de deux
gisements min€raux :
1. Sulfure métallique tel que : pyrite (FeS2) qui subira par la suite une oxydation
2. Sulfate des évaporites tel que : gypse (CaSOs) qui subira par la suite une réduction
En biologie, le soufre existe dans deux acides aminés : la méthionine et la cystéine, ainsi

que la vitamine B (thiamine).
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: A&mﬁu du 01 /'1es microorganismes transforment le soufre en diverses formes solubles
t\gazeuswfc la plus importante est S0, : forme sulfate dominante dans les sols bien
\ o )

dramés\liést} forme disponible pour les plantes (ions sulfates). Elle est également facilement

lessivable comme le nitrate.

4.2.Etapes du cycle
Quatre étapes principales résument le cycle du souffre (Figure 20) :
1. Sulfato-réduction : cette étape nécessite une source minérale de soufre oxydé pour
ainsi &tre réduit en sulfure d’hydrogéne (H2S), pyrrhotine (FeS) ou pyrrite (FeSz)
2. Sulfooxydation : ¢’est I’étape inverse de la précédente qui va reproduire le sulfate
(SO4)
3. Précipitation du gypse : le soufre n’est pas impliqué dans une réaction redox, il s’agit
d’une dissolution du sulfate a partir du gypse (CaSOa).

4. Réduction assimilative : la plante assimile le sulfate pour sa nutrition et le monde

microbien 1’utilise comme accepteur final d’é&lectron dans le processus respiratoire

e

Sorties de soufre du sol Sarhh

= Enf soufre danz le
#5e Entrées de soufre dans fe sof Liziviatien

savnp Trapsfert vors oay s
L ¥

Figure 20 : Cycle du soufie (https.//fertilisation-edu. fr/cycles-bio-geo-chimigues/le-cycie -du-soiifie-

I
s.hitml)
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dénitrifiantes, la BSR n'est pas nécessairement anaérobie. Les bactéries réductrices de sulfates

effectuent un processus de respiration spécifique, conduisant a I'accumulation d'une grande

quantité de sulfure d'hydrogéne (Gall, 1975)

5. Cycle du phosphore

Le phosphore est un élément mineur de la croute terrestre mais majeur de la biomasse, 1l
participe 4 la composition de multiples composants, tels que les acides nucléiques, les
cofacteurs (NADPH) et les lipides. Le phosphore est I'¢lément le plus important de la nutrition
des plantes aprés 'azote. C'est une partie importante de tous les processus métaboliques majeurs
des plantes, tels que le transfert d'énergie, la photosynthése, la transduction du signal et la

respiration (Khan et al., 2010).

6.1.Formes du phopshore

Le phosphore inorganique se trouve dans le sol, principalement dans des complexes
minéraux insolubles, tels que le phosphate tricalcique (Caa(POs)2), le phosphate de fer (FePO4)
et le phosphate d'aluminium (AIPOs) (Khan et al, 2014) qui peuvent apparaitre apres
application répétée d'engrais chimiques. Les plantes n'ont pas la capacite d'absorber ces formes
insolubles, de plus, seulement 0,1% du phosphore total se trouve sous forme soluble (Chen et
al., 2006), il peut donc étre utilisé pour la nutrition des plantes. Par conséquent, dans la plupart
des sols agricoles, le niveau effectif de phosphore doit étre complete par l'ajout d'engrais
phosphatés chimiques. L'application fréquente et imprudente d'engrais phosphatés chimiques
peut interférer avec les populations microbiennes, entrainant une baisse de la fertilité des sols,

réduisant ainsi les rendements des cultures (Gyaneshwar et al., 2002).
6.2.Etapes du cycle

La disponibilité du phosphore dépend de l'altération de la roche phosphatée (Figure 21),

et donc le cycle du phosphore est considéré comme un cycle « lent » (Gobat ez al., 2010).
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Figure 21 : Cycle du phosphore (https.; fertilisation-edu.fr/cvcles-bio-geo-chimigues/le-cycle-du-
phosphore-s.html)

6.3.Phyto-disponibilit¢ du phosph&re

Seulement 1% du phosphore total est fourni aux plantes sous forme d'ions orthophosphate
(HPOs", HoPO4). Sa forme dépend du pH du milieu, en pH acide : il s'associe au fer, a
l'aluminium et au manganése, et en pH alcalin : sel de calcium. Afin de rendre les plantes

utilisables, c'est-a-dire utilisables, le monde microbien s'est emparé des plantes (Figure 22).

partculaivs Ezu
FeP M B Cg®P

Bigiments

i vl

Figure 22 : Cycle du phosphore dans une zone humide (Fardeau, 2000)
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itre V : Place des microorganismes dans les grands cycles biogéochimigues
|

¢;;a}>-

agigajclgg@c»ie. certaines bactéries a convertir le phosphate insoluble en phosphate soluble
(biodisponible pour le végétal) est la meilleure méthode de traitement biologique et une
alternative écologique aux engrais phosphatés chimiques, qui peuvent améliorer la fertilité des
sols et favoriser la croissance des plantes (Vessey, 2003; Rodriguez et al., 2006; Zaidi et al,
2009; Gupta et al, 2012; Khan et al, 2014; Zhao et al, 2014) par des processus de
solubilisation et de minéralisation (Behera er al., 2017). De nombreuses recherches se sont
concentrées sur les bacteries solubilisant les phosphates (BSP), qui colonisent la rhizosphére de
nombreuses especes végétales et ont prouvé ses effets bénéfiques sur la croissance, le
rendement et la productivité des plantes, et son role dans la réduction de 1’utilisation industrielle
ou chimique (Pande et al., 2017). Ces BSP peuvent favoriser la croissance des plantes grce a
différents mécanismes, tels que la libération d'ions H*, la production d'acides organiques et de
substances chélatantes. Par conséquent, les micro-organismes peuvent produire des acides
organiques de faible poids moléculaire comme principal mécanisme de solubilisation du
phosphate (Khan et al., 2014 ; Pande ef al., 2017). Les plantes absorbent principalement les
ions phosphate sous forme de HaPO4™ et HPO4>. Ensuite, plusieurs études ont lié la diminution
du pH moyen (acidification) a l'activité solubilisante du phosphate (Khan et al., 2010 ; Vyas
and Gulati, 2009), qui est due 4 la libération de P du minéral P par substitution H* causé par des
lons. Dans le cas du TCP, il s'agit du Cax* (Goldstein, 1994 ; Mullen, 2005; Trivedi and Sa,
2008). En revanche, Lin et al (2006) supposent que la modification du pH et le potentiel de

réduction qui en résulte sont responsables de la dissolution du TCP dans le milieu.

6.3.2. Mycorhize

Les plantes vasculaires terrestres peuvent établir des relations symbiotiques avec de
nombreux micro-organismes. En termes de racines, les plantes peuvent se combiner avec des
champignons mycorhiziens pour former des mycorhizas. Les trois principaux types
d'association mycorhizienne sont : I'ectomycorhize, l'endomycorhize et I'ectomycorhize (Figure
23). Les enzymes symbiotiques mycorhiziennes favorisent de maniére significative la nutrition
des plantes, en particulier I'absorption du phosphore (Smith and Read, 2008 ; Smith et al.,
2011). Afin de pénétrer dans le pool de phosphore du sol auquel les plantes n'ont pas acces, le
CMA pourra hydrolyser le phosphore organique de la maniére suivante (Figure 24): le
phosphore inorganique lui permet d'étre absorbé par les plantes dans le sol ou directement
transféré a I'hote (Feng er al., 2002) pour échanger des glucides vegétaux, et par l'interface

mycorhizienne la transfére 8 CMA (Pamiske, 2008 ; Bucking and Shachar-Hill, 2005).
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A retenir de ce chapitre :

Les roles des microorganismes dans les cycles biogéochimiques sont les suivants :
1. Minéralisation de la matiére organique
2. Oxydation des composés inorganiques réduits
3. Reduction anaérobie des composés inorganiques oxydés
4. Solubilisation ou précipitation des minéraux
5. Les cycles biologiques du soufre et de I’azote dans le sol sont trés comparables a. Tous les
deux sont stockés a I'état organique et sont ensuite libérés sous une forme assimilable par la

plante par un processus analogue (la minéralisation microbienne ou I'hydrolyse
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£ s o C}zabiire VI : Culture et croissance des microorganisnies

1. Division bactérienne

Les bactéries se reproduisent par fission binaire : les bactéries se développent puis se divisent
en deux cellules filles, séparées par une cloison formeée par la paroi cellulaire (Figure 25). Au cours
du processus de division, 'ADN se réplique avec d'autres composants. Divers systémes de synthese

et de dégradation enzymatiques sont impliqués dans la division cellulaire.

Figure 25 : Division cellulaire chez les bactéries en forme de batonnet (Adams et al., 2009). a | Deux modes
de division différents. Aprés la réplication des chromosomes et la ségrégation en nucléoides, l'annean Z
s'assemble au milieu de la cellule. L'anneau se contracte ensiite pour provoquer la division. La synthése de
la paroi cellulaire suit l'anneau vers I' intérieur. Chez Escherichia coli, la synthése du septum de division est
accompagnée d'une constriction de la membrane externe. Chez Bacillus subtilis, une paroi transversale de
peptidoglycane divise initialement la cellule avant d'étre dégradée et remodelée pour former la nouvelle
cellule. et remodelée pour former les nouveaux péles cellulaires hémisphériques. b | La régulation spatiale
de l'assemblage de l'anneau Z. L'occlusion des nucléoides (NO), qui est médiée par Noc (chez B. subltilis) ou
SimA (chez E. coli), inhibe l'assemblage de l'anneau Z & proximité du nucléoide. Le systéme Min agit pour
empécher l'assemblage de l'anneau Z aux péles de la cellule (pour Szmplzﬁer, la dynamigue de Min dans E.
coli a été omise). De gauche a droite : dans les c ellules mouveau-nées', les deux systémes inhibent
initialement l'assemblage de l'anneau Z dans toute la cellule ; aprés l'élongation cellulaire et la réplication
des chromosomes réplication des chromosomes, le NO maintient l'inhibition dans la partie cylindrique de
la cellule ; et enfin, la progression de la ségrégation des chromosomes révéle une région sans inhibiteur au
milieu de la cellule révéle une région sans inhibiteur au milieu de la cellule, permettant & l'anneau Z de

'assembler.
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i 2 MChapt'tre VI : Culture et croissance des microorganismes

o

sance bactenenne e“ lat

La croiss
entraine une augmentation du nombIe de bactéries. Au cours du processus de croissance, d'une part,

les nutriments du milieu sont épuisés, d'autre part, des sous-produits métaboliques deviennent

éventuellement toxiques pour la multiplication.

3. Courbe de croissance

Il existe 6 phases dont I’ensemble constitue la courbe de croissance (Figure 26) :
3.1. Phase de latence : le taux de croissance est nul, ¢a correspond au temps nécessaire a la bactérie
pour synthétiser les enzymes adaptées pour catalyser les substrats présents dans son nouveau milieu.
3.2. Phase d’accélération : le taux de croissance est accéléré.
3.3. Phase exponentielle : le taux de croissance atteint un maximum et reste constant, ¢a correspond
aun temps de doublement des bactéries plus court et le taux de mortalité est nul.
3.4. Phase stationnaire : le taux de croissance est égal au taux de mortalité. Les bactéries
synthétisent des protéines de manque qui rendent la cellule plus résistante & la toxicité des sous-
produits métaboliques ;
3.5. Phase de déclin : le taux de croissance est négatif. Tous les nutriments dans le milieu sont
epuises (epuisement du milieu de culture). Il y a donc accumulation de métabolites toxiques. I
existe un début d’autolyse des bactéries (croissance cryptique), sous l’action des enzymes

protéolytiques endogénes.

* 1 : phase de latencs,
2 ! phass de croissance
o \ exponentielle,
/ \ 3 :phassds ‘alﬁ”tE:EQTiE'"‘t,
/ \ 4 1 phase stationnair
/ i §:phase de decm.

>
1 7 3 4 5

Figure 26 : courbe de croissance bactérienne
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Les bactéries doivent trouver dans leur environnement les substances nécessaires a leur énergie
et a leurs synthéses cellulaires. Les bactéries phototrophes utilisent la lumiére comme source
d’¢énergie pour la photosynthése, & partir d’une source d’électron organique (bactérie
photoorganotrophe) ou d’une source d’¢électron minérale (bactérie photolithotrophe)

La bactérie chimiotrophe tire son énergie a partir de composés minéraux (bactérie

chimiolithotrophe) ou organiques (bactérie chimioorganotrophe).

4.2. Sources de carbone

Le carbone est I'un des éléments les plus abondants chez la bactérie car il a le caractere
constitutif. Le plus simple des composés carbonique est le dioxyde de carbone (CO»), si c’est la
seule source de C pour la bactérie, elle est dite « autotrophe ». Au contraire, les bactéries dites
« hétérotrophes » utilisent facultativement le CO mais peuvent dégrader une grande quantité de

substances hydrocarbonées (alcool, acide acétique, acide lactique, polysaccharides, sucres divers).

4.3. Sources d’azote et de soufre

w

Les bactéries ont besoin de substances azotées pour synthétiser les protéines et les acides
nucléiques. Certaines bactéries peuvent fixer directement Iazote moléculaire a partir de
I"atmosphére, elles sont appelées « bactéries fixatrices d’azotes », qui jouent un réle trés important
dans la biofertilistaion des sols et la nutrition végétale. D autre part, les bactéries peuvent incorporer
des composés azotés par des réactions de désamination et de transamination.

Le soufre est incorporé par les bactéries sous forme de sulfate ou de composés soufrés organiques

(voir chapitre V).

4.4.Autres
D’autres ¢lements jouent un rdle dans le métabolisme bactérien (sodium, potassium,
magnésium, chlore) et dans les réactions enzymatiques (phosphore, calcium, fer, magnésium,

manganese, nickel, sélénium, cuivre, cobalt, vitamines).
S.Facteurs environnementaux influencant la croissance

L’environnement des microorganismes peut influencer son développement et sa prolifération

a travers différents facteurs (Tableau 4), énumérés ci-dessous.
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strictement aérobies (AS)\n&petrv/ 1t prospérer qu'en présence d'air. Leur principale source

d'énergie est la respiration aérobie. L'oxygéne moléculaire final (accepteur d'électrons) est réduit
en eau (Pseudomonas, Acinetobacter, Neisseria). Lorsque la pression partielle d'oxygéne est
inférieure & la pression partielle d'air, les bactéries microaérophiles (Campylobacter spp.,
Mycobacterium) se multiplient le mieux ou uniquement celle-ci. Les aero-anaérobies facultatifs
(ANAF) peuvent prospérer indépendamment de la présence d'air. Les bactéries strictement
anacrobies (ANS) ne peuvent prospérer qu'en l'absence d'oxygéne, qui est généralement toxique.
Elles ont un métabolisme fermentaire ou réalisent une respiration dont I’accepteur final n’est pas

Poxygene, c’est la respiration anaérobie.

5.2. Température
Les bactéries peuvent étre classées selon leur température optimale de croissance en quatre

types :

- Bactéries mésophiles : la température de croissance varie entre 20 et 40°C, ex : Escherichia
coli

- Bactéries thermophiles : la température de croissance varie entre 42°C et 70°C, ex : Thermus
aquaticus

- Bactéries hyper-thermophiles : la température de croissance est supérieure a 80°C, ex :
Therimococcus

- Bacteéries psychrophiles : la températures de croissance varie entre 0 et 10°C, ex : : Listeria
monocytogeies

- Bactries psychrotrophes : la température de croissance est proche de 0°C avec optimum de

croissance proche des bactéries mésophiles

5.3.pH
Selon que ce soit un pH neutre, basique ou acide, on distingue trois classes de bactéries :
- Les bactéries neutrophiles qui se développent a des pH compris entre 5,5 et 8,5 avec un
optimum voisin de 7.
- Les bactéries alcalophiles préférent les pH alcalins ou basiques, ex : Pseudomonas, Vibrio.
- Les bactéries acidophiles qui se multiplient de fagon optimale dans des milieux acides, ex :

Lactobacillus.
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L’eau joue un role plepondﬁ

-

dana la solubilisation et le transport des nutriments, elle est

le siége des réactions métaboliques. L’activité de I’eau (activity of water : aw) est inversement

proportionnelle a la pression osmotique d’un compose. Ainsi, elle est affec

ou moins importante de sels ou de sucres dissous dans ’eau.

ctée par la présence plus

Les bactéries halophiles nécessitent du sel (NaCl) pour leur croissance. Cette concentr ation peut

varier de 1-6% pour les faiblement halophiles jusque 15-30% pour les bactéries halophiles

extrémes (ex : Halobacterium).

Les bactéries halotolérantes tolérent comme leur nom ’indique des concentrations modérées de

sels mais non obligatoires pour leur croissance (eX. :

Staphylococcus aureus).

Les bactéries osmophiles nécessitent pour leur croissance la présence des sucres dans le milieu.

Les bactéries osmotolérantes tolérent des concentrations modérées de sucres mais non

obligatoires pour leur croissance.

Les bactéries xérophiles peuvent se multiplier en I’absence d’eau dans leur environnement

Tableau 4: Réponses des microoi

rganismes aux facteurs de l'environnement

Epithéte descriptil

Dfnition

Micro-organicmes repedeentatify

Satutds of aotivité de f'ean
Qumienndfeant

Hulaphile
pit

Avidughile

Neutrophile

Advalophile

Tempéruture
Psychroptale

Paychrotrsphe

Mésophile
Thermuphite

Hyprithormopdile

Concentrption on oxygine
Adrobic oblizatoire

Anadrobic Lacubuatsf
Anadrohic adratalérant

Anadrobic oblegatoare
Microadsophile

Pression
Burophile

Se développe (ans unc large gamme d'sctivitd de Ueag
ou de congentration asmodigue

Exipe pour pousser des concentrations élevées en chlorure
de sodium souvent st dessus de 0.2 5

Cromsance optimale aux piide [N SR
Croissame opsimale aux g de 55380
Craoissanee oprimale aus pHde 855 1.8

Se dévcloppe bicn 20 C, température optimale de croissance
de 15°C ou moing

Peut se développer 3 0-7°C; lempénuture optimale de crdssance
entre ) ot 30°C et maxiroale voisine de 15°C

Tempesature optimale eatre 20 et 45°C

Pews sz développer 3 35°C ot méme plus; tempérazure optimale
sonpvent enrre S5°C ot 65°C

Température optimale de eroivsance de 807 3 emima 113°C

Cruissance dépendant entidrement de 1705 atmosplidrique.

O, n'est pas nfcessaite § la eroissance, mads celte-ci
e tiwilicure en présemme d°0;.
Se développe auss biea en présence of en abserwe 4'05.
Ne toldre pas 1O, ~meunt en présense d'0,.
Demunde une concentration en O vn dewsous de 2-10% pour

3 cronaance, ost endommagd par 'O, ptmosphérique (20°2),

Cromaance plus tapade soas une havte pression hydrostatique.

Stupthylocen cug Gurens, Saccharsmyors rowtt

Halobacterium, Dunalielly. Ectechiorhodaspirg

Sulfidotas, Picrophuluy, Ferniplavma, Acesuium, Cyardidium coldisrium

Escherichia, Englena, Parimeciun
Bacillus alealophilus, Natronobacicrium

Bucitlus psychraghilus, Chlamydomona nivalis
Lisseria monocstpgenes, Psewdomanas fluorescens

Escherickia coli, Neisseria gonorrhueae, Trichomonas vaginalis

Bacitlus stearothermophilus, Thermas aquaticus, Cyanidium
caldarium, Chaetiminm thermaphile

Sulflobus, Pyroceceus, Pyrosdiciium

Microorcus futeux, Pseudomonay. Mycobacterium; la plupart
des algues, mycdtes, ol profozoaimes
Escherichia, Enteroeoveus, Saccharomyced cerevisiae

Streptinconcus pavgenes
Clostridium, Bucteroides, Methanobacterivm, Trepomonas agilis
Campylobacter, Spiriltum volutany, Trepoaema paltidum

Phaichacte rium profurdion, Shevanella benthica,
Methanmocous janraschil
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culture pour pouvoir les caractériser et les identifier, c’est la culture bactérienne. Cette dernicre

nécessite la connaissance des milieux de culture qui vont servir pour ’ensemencement de

L’observation microsc pi(quedes/bactcneb doit étre compléter par d’autres tests sur milieu de

’échantillon microbien & analyser mais aussi 'interprétation des résultats de culture.

6.1.Types de milieux de culture

éléments nutritifs et énergétiques nécessaires pour leur multiplication. Il existe différents types de

Le milieu de culture est un support de croissance des microorganismes, il doit contenir des

milieux de culture selon la composition et ’utilisation.

Milieu synthétique : sa composition est connue exactement de maniére quantitative et
qualitative.

Milieu complexe : sa composition est connue de manicre partielle car il contient des
matieres premieres plus ou moins complexes telles que : sérum, sang, peptone, foie, viande,
soja et caseine,

Milieu enrichi : ¢’est un milieu riche en nutriments qui permet la croissance des germes
exigeants. Il est donc additionné de suspensions riches en molécules organiques (sang,
sérum, extrait globulaire,...etc).

Milieu sélectif : c’est un milieu qui va favoriser la croissance des microorganismes désiré
cultivés en dépit d’autres microorganismes indésirables. Il contient donc des molécules qui
inhibitrices et des molécules stimulatrices.

Milieu différentiel : c’est un milieu facilitant la distinction entre les colonies des
microorganismes visés et les colonies des autres germes présentent sur le méme milieu. La
plupart des milieux contiennent des éléments permettant de mettre en évidence des
caractéres biochimiques.

Milieux d’enrichissement : ¢’est un milieu utilisé pour accélérer la croissance d’un germe

exigeant ou de croissance lente.
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CHAPITRE VII : TECHNOLOGIES DES BIOREACTEURS

—

1. Définition du bioréacteur

Le bioréacteur est un systéme de production & grande échelle de « produits cibles » qui
utilise les micro-organismes comme de véritables usines de production de métabolites ou de
substrats de dégradation (Figure 28), une réaction (bio)-chimique se produit (Figure 27). Le
terme bioréacteur comprend les cuves de fermentation (ancien terme) et les incubateurs
cellulaires (équipement biotechnique utilisé pour la culture bactérienne, qui peut maintenir

un environnement constant pour la culture cellulaire).

B

BioCatalyseur

Dégradation du v bsirai

\/ Multiplication des cellules -> formation de la Biomasse

Production de Psodui’is meétabolites

Figure 27 : schéma simplifié d’un bioréacteur (Bacchin, 2006)

2. Processus énergétiques mis en jeu
Métabolisme respiratoire : dégradation complete du substrat
e I’oxydation du glucose :
CsH1206 + 6 O? -> 6CO; + 6H,0 + 688 Kcal — Respiration aérobie -> 38 ATP -> 277
Kcal rdt 40%
o Fermentation alcoolique (levure)
CeH1206 -> 2CO» + 2 CH3-CH2-OH + 54 Kcal — 2 ATP -> Rdt 2 %
o Fermentation lactique (bactérie)
CsH1206 -> 2 CH3-CHOH-COOH + 22,5 Kcal — 2 ATP - > Rdt 2%
«  Respiration anaérobie — C¢Hi206 + 12 KNO3 > 6 CO2 + 6 H20 + KNO2 + 429 Keal —
25 ATP - > Rdt
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Figure 28 : Les différentes utilisations de [ 'usine cellulaire (Bacchin, 2006)
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Figure 29 : Différentes échelles des bioréacteurs a travers le temps (Bacchin, 2006)
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La cuve du bioréacteur doit contenit un milieu de culture adéquat pour ensemencer les

S U

cellules vivantes sélectionnées (Figure 30). Aprés une premiére phase de croissance (quelques
jours), un premier rempotage est effectué. Lorsque la biomasse atteint & nouveau une
concentration suffisante, un deuxiéme ajout de milieu est effectué pour que le réservoir de
stockage atteigne sa capacité maximale. Les cellules vont alors se multiplier pendant une

troisiéme et derniére phase de croissance a I’issue de laquelle la suspension est €licitée.

Impuretés
| >
. Concentrer | s
- Purifier — Bioréacteur » Extraire A
Matieres Fractionner
premiéres
Effluents sous produit
Recycler ,
Epurer Déchets
Rejet

Figure 30 : Principe de fonctionnement d 'un bioréacteur (Bacchin, 2006)

1% phase de 22 phase de 3= phase de phase de
croissance croissance croissance production
(6j) (3j} {5j) {suivi sur 3 sem.)

N N
b e
ensemen- 1*  rempotage 2° rempotage élicitation arrétde la
cement (zL) (5L} culture

Figure 31 : Protocole des expérimentations en bioréacteur (Chastang, 2014)
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Réacteur Agité

4.2.Réacteur Continu ou Ouvert
Ce sont des réacteurs qui possédent une entrée (alimenté) et une sortie (soutirage). On distingue
dans cette catégorie deux types de réacteur : Réacteur parfaitement agité ou mélangé et réacteur non

agité (aucun mélange) ou réacteur piston.

Entrée

- L Sortie

SNy

Réacteur Continu Parfaitement Agité (RCPA)

Réacteur Piston (RP)
Les réacteurs possédant une entrée ou une sortie sont appelés réacteur semi-fermé ou

fedbatch, en général on les classe dans la catégorie des réacteurs fermés.

S. Principales familles de bioréacteurs 8 membranes

On peut distinguer deux grandes familles de bioréacteurs 4 membranes :

S.1.Bioréacteurs a membranes externes
Les membranes sont placées dans un carter. Les carters peuvent étre montés en série
et/ou en parallele. Il s’agit de membranes tubulaires ou planes, organiques ou minérales dites

a peau interne (la filtration s’effectue de I’intérieur de la membrane vers Iextérieur).
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Figure 32 : Bioréacteurs a membranes externes (fitips://fwww.suezwaterhandbook fi'eau-et-

ites/processus-elementaires-du genie-biologique-en-traitement-de-l-eau/utilisation-

des-membranes-de-clarification en-traitement-biologigue-d-eaux-residuaires/les-principales-
Sfamilles-de-bioreacteurs a-membranes)
5.2.Bioréacteurs 2 membranes immergées

Les membranes sont placées directement dans la boue activée. Il s’agit de membranes
fibres creuses ou planes, organiques dites & peau externe (la filtration s’effectue de I’extérieur
de la membrane vers ’intérieur). La filtration est assurée par une pression hydrostatique ou
par dépression. Le contrdle de ’accumulation de matiéres a la surface des membranes est assuré
par une aération dédiée complétée par des phases automatiques de nettoyage (rétrolavage, arrét
filtration).

Une partie de 1’aération peut venir en déduction des besoins d’oxygénation de la
biomasse. Lorsque les membranes sont placées dans un bassin dédié, une recirculation de ce
bassin vers le bassin d’aération est nécessaire. Si les membranes sont placées directement dans
le bassin d’aération, le besoin de recirculation dépend de la configuration (chenal, mélange
intégral, piston).

Eau
brute

Eau Fompe de
*
cion

il o
k. fi/eau-et-

-Z-LL“/ Ui 7"‘-~4‘~ -

generalites/pr ie-biologique-en-trai
des-membranes-de-clarification-en-traitement-biologique-d-eaux-residuaires/les-principales-
familles-de-bioreacteurs-a-membranes
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Chapitre VIII : Biofilm

~CHAPITRE VIII : BIOFILM
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structures appelées biofilms-est le principal mode de vie des micro-organismes. S'associer a la
surface est un moyen efficace de se promener dans un microenvironnement favorable au lieu
d'étre emporté par le courant (Watnick and Kolter, 2000). Les biofilms existent dans presque

tous les systémes ol existent des micro-organismes (Van Loosdrecht ef al., 19953.

1. Historique

Depuis plus de 150 ans, chaque fois que les microbiologistes utilisent des méthodes
directes pour examiner les populations naturelles de ces organismes qui se développent dans de
vrais €cosystémes, l'idée que les bactéries se developpent préférentiellement en surface a
emergé. Le savant néerlandais Antonie van Leuwenhosk (1632-1723) a utilisé son microscope
primitif mais efficace pour décrire les agrégats d '«animacules» qu'il a grattés a la surface des
dents hulilaines. Environ deux siécles aprés, Claude Zobell (1904-1989) a examiné les
populations marines naturelles au microscope direct et a conclu que ces bactéries étaient attirées
par des surfaces parfois attachées, formant des populations sessiles. Entre 1935 et 1978, des
microbiologistes du Forsyth Dental Center, dont Ron Gibbons et Van Hoot, ont observé les
biofilms microbiens qui composent la plaque dentaire et forment des écailles macroscopiques
a la surface de la dent. Par ailleurs, Ralph Mitchell et Kevin Marshall (1964) ont étudi¢ les
premiers stades de la formation de biofilm bactérien en culture pure et ont distingué l'adsorption
réversible et subséquentedes bactéries a la surface comme premiére étape de la formation de

biofilms (Costerton, 1999).

2. Définition

Les biofilms sont définis comme des communautés microbiennes complexes,
caracterisées par des cellules qui se fixent 4 la matrice et les unes aux autres par l'intermédiaire
d'une matrice de substances polyméres extracellulaires autoproduites (SPE) (Wingender et .,
1999 ; Donlan and Costerton, 2002). Les amas de cellules microbiennes peuvent appartenir 4 la
méme espece et donc de nature homogéne ou d’especes différents et donc de nature hétérogéne
(Donlan, 2002). La surface d’adhésion peut étre de nature biotique (muqueuse, peau,
plante...etc) ou abiotique (bois, eau,..etc.). Autrement définis par Declerck (2010) comme étant
des assemblages complexes et naturels de micro-organismes qui impliquent une multitude

d'interactions trophiques.
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substances polymeéres extracellulaires hydratées (SPE), qui forme” leur environnement
S

immédiat. Les SPE peuvent étre de différentes natures, princip;léaént des polysaccharides, des
protéines, des acides nucléiques et des lipides. Ces substances assurent la stabilité mécanique
du biofilm, favorisent son adhésion a la surface et forment un réseau polymeére tridimensionnel
cohésif qui interconnecte et immobilise temporairement les cellules du biofilm. De plus, la
matrice de biofilm agit comme un systéme digestif externe en rapprochant les enzymes
extracellulaires des cellules, leur permettant de métaboliser les biopolymeéres colloidaux et

solides dissous (Flemming and Wingender, 2010).

3. Structure

La structure du biofilm sera affectée par la charge du substrat a la surface du biofilm, les
conditions hydrodynamiques (y compris la contrainte de cisaillement sur le biofilm et le type
d'organisme ou de groupe physiologique) (Van Loosdrecht et al., 1995). L’eau représente 97%
de la masse de la plupart des biofilms (Sutherland, 2001).

Les cellules du biofilm sont entourées de polymeéres extracellulaires (EPS), qui
constituent l'environnement immédiat de ces cellules. Certains EPS, en particulier ceux qui
forment des capsules, sont plus étroitement liés a la surface cellulaire avec d'autres EPS. La
morphologie du biofilm résultant peut étre lisse et plate, rugueuse, duveteuse ou filamenteuse,
et la porosite du biofilm peut également varier, avec de grandes colonies en forme de
champignon entourées de vides remplis d'eau (Tableau 5). Toutes ces formes permettent de
fixer temporairement les cellules du biofilm, et & la micro-combinaison des espéces mixtes et
coexister pendant longtemps. Cela fournit un habitat trés diversifié dans une petite zone et
favorise la biodiversité (Flemming and Wingender, 2010).

Les biofilms sont constitués d'agrégats séparés par un fluide interstitiel, qui transporte les
nutriments vers les déchets produits par les cellules et les bactéries. Ces agrégats contiennent
des cellules bactériennes, qui sont divisées en une matrice polymére externe composée
principalement de polysaccharides et de protéines (De Beer et al., 1994 ; Stewart, 2003). En
fait, les polysaccharides extracellulaires constituent la partie principale de la matrice SPE
(Wingender et a/., 2001). Dans un véritable écosystéme, les souches bactériennes sauvages sont
couvertes d'une couche de polysaccharide extracellulaire (EPS), & travers laquelle de longues
fimbriae existent pour former une partie efficace de la surface cellulaire (Costerton, 1999).

Cependant, dans les biofilms hybrides, la présence de substances produisant des EPS peut
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(Sutherland, 2001).

Tableau 5 : Fonctions des substances polymériques extracellulaires dans les biofilms

bacteriens (Flemming and Wingender, 2010).

Table 1| Functions of extracellular polymeric substances in bacterial biofilms

Function Relevance for blafilms EPS companents Invalved
Adhes ain ALI:..; 3 5*': fitial & nthe colanization of abiotic and b ate Palysacchar dag ; proteins, DINA and

fggregation of hacteraleatly

Cobeson af luafiles

fa) A s o g
Retent ait of wabey

Plotailive b

mulfivalent catiai

,Fummuu« ic cells, anchhe long-rerm attachaent of whats  asphephlic molecilas

= and DA

s e Eparany itization of Folyzar chardes, proted

ationg, the development of frigh cell densities 204

1 ﬁ{,h'ﬁ |'\‘~aTﬁ'u'ﬁ mediat #10]

Sunc Lo \’llll
‘m‘lmllL EPS &l utlun:‘

||r'. gline

thy, cletariy

[EECLH

Polysacchai des and praceng
4 r

[fcr Exd -“ple d siifecrants and ar‘tib.um_:.l, asvell s protecting

cantebuting 10 #ie i

Nutriait saurce

Prammaras

AT acTinly Eratiles the dige

sran and the degra:

IETaT:IE J||||‘l| ¥ ,mm-‘\]ll‘lt:lmmlfu[ lects of axyeen ar

Chamedor hpdiophobic polysaccharides
and prateing

-Pnuu af xeina

detanitzanionl

sspkasiola bl
"','In‘!LLlh‘!' e 'J"l {L)l 1]

Charidss and proteins,
istinuents such as

2 meal o ihus

and the accomulatan of v
ia at i)

lerules o nutrient

s
Jat on of st s

s of cells from bafitems

Eleciondonoror zccepion  Penniseados sctiviry inthe b ofilm maris & fariveng el and
ard, |Juwf Iy, huiinic siibstarcas
Expart of call components Releases celhilsrmateiial as aresclt of metabolc furnaver C utammgruclelc
Al ji :nZynnﬂ.[ lysaccharides and
phospbolipids
Sink for excess #OEIGy Stores excass carhaguoder wnbalac cad carhan T3 i PO}}S.::flﬂ'lai/fl'eﬁ

Bindingaf enzyimes Results intha

Polysaccha BilZyimes

thrau gl

L3, ecraceiidar palymieric satstances.

Cours Microbiologie Appliquée et Environnementale/ Dr. Asmaa BENAISSA/ 2022



4. Propriétés

Le r6le de la matrice & conférer des avantages éc

\{ Chapitre VIII : Biofilm

luglg’_u_@aﬂ)utes les cellules du biofilm,

en particulier celles les plus éloignées de la surface (Flemming and Wingender, 2010). La

simulation de la concurrence des biofilms montre que les producteurs de polymeéres ont un fort

avantage evolutif au détriment des non-producteurs, peut-étre parce que le polymere rapproche

les cellules filles des producteurs de polymeéres d'un environnement riche en oxygene (Xavier
etal., 2007).

Le biofilm est doté de plusieurs propriétés caractéristiques, & savoir :

Les micro-organismes formant les biofilms subiront des modifications
phénotypiques, correspondant a des changements de comportement ;

La matrice formée fournit une barriére physique protectrice contre les conditions
externes et les agents pathogénes. La matrice SPE a la capacité d'agir comme un
¢changeur d'anions, ce qui peut empécher physiquement certains agents
antibactériens de pénétrer dans le biofilm (Kokare et al,, 2009).

L'activité métabolique des micro-organismes est faible, car ils sont moins EXPOseés
au danger et au contact global avec I'environnement extérieur ;

Les micro-organismes doivent échanger des génes, ils doivent donc acqueérir de
nouvelles caractéristiques. L'un des avantages des biofilms vivants est la capacité
d'acquérir des éléments génétiques transmissibles a4 un rythme plus rapide. De
nombreux rapports rapportent que le taux de liaison des biofilms bactériens a
augmente (Angles er al, 1993 ; Hausner and Wuertz. 1999). Cela indique que
'évolution par transfert horizontal de matériel génétique peut se produire
rapidement dans les biofilms, ce qui en fait un milieu idéal pour I'émergence de
nouveaux agents pathogénes en acquérant des facteurs de résistance aux
antibiotiques et de virulence et de capacité de viabilité dans l'environnement
(Watnick and Kolter, 2000).

Le substrat d’adhésion peut étre dégradé ou minéralisé par les microorganismes

composant le biofilm.

5. Formation

Généralement, il existe trois étapes différentes dans le «cycle de vie du biofilm» des

bactéries : (i) la liaison des bactéries au substrat, (ii) la maturation du biofilm, et (iii) la

séparation et la libération du biofilm. Puis se propager dans l'environnement (Donlan, 2002).

La formation du biofilm bactérien doit commencer par une petite quantité de cellules
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bactériennes adhérant a la surface, mais afin debf};il;e“ réagir les bﬂa'qé‘r‘i/es avec la surface. En
effet, les cellules bactériennes planctoniques llbercn“f\giesgmtons et des molécules de
signalisation lorsqu'elles traversent le fluide (Costerton, 1999). Les bactéries peuvent alors
former une association transitoire avec la surface et / ou d'autres microorganismes
préalablement fixés a la surface. Cette bréve connexion lui a permis de trouver un logement.
Lorsqu'une bactérie forme une connexion stable en tant que membre d'une petite colonie, elle
choisit le voisin ou elle vivra. Enfin, les batiments s'élévent avec la formation de biofilms
tridimensionnels. Parfois, les bactéries associées aux biofilms sont éliminées de la matrice du
biofilm. Des photomicrographies de ces étapes du biofilm formé par une seule espéce
bactérienne sont illustrées a la figure 34. Bien que ces microphotographies soient des vues
statiques des différentes étapes de la formation du biofilm, les biofilms ne sont pas une masse

de cellules fixes (Watnick and Kolter, 2000).

Attached Cell

Microcolony

Planktonic Cell

Biofilm

Figure 34 : Etude microscopique des étapes de formation d'un biofilm par Vibrio cholerae (Watick

and Kolter, 2000).
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En résumé, pour que le biofilm se forme, cinq étapes-simples doivent se produire (Figure 35) :
\~2 ~ \\\ y /

1)

2)

3)

4)
3)

o /

P

Adhésion du premier lot d'agents colonisateurs au éﬁb_s?rat (réaction réversible). En
conséquence, la physiologie bactérienne s'est développée vers un phénotype «biofilm», qui
se caractérise par la surproduction de polymeres étrangers, qui «lie» le complexe bactérien
(Jouenne, 2008).

Attachement a d'autres individus en se rassemblant pour former des micro-colonies (réaction
irréversible). La phase de colonisation implique une accumulation plus ou moins dense et
rapide par division cellulaire de bactéries adhérentes ou recrutement continu de bactéries
(Picard, 2011). Il a été récemment démontré que la transduction du signal entre les cellules
(quorum sensing) joue un réle dans I'attachement cellulaire (Kokare ef al., 2009).
Maturation primaire correspondant a la formation de plusieurs microcolonies. Le stade de
maturité des biofilms est caractérisé par une taille de structure accrue par prolifération
cellulaire et syntheése de polysaccharides extracellulaires (Picard, 2011).

Maturation secondaire qui correspond a 1’aspect final du biofilm

Détachement lors d’une carence en nutriments ou un vieillissement du biofilm causée par
une nutrition insuffisante ou des facteurs non biologiques (comme le stress ou biologiques)
provoquent la chute ou la dispersion des cellules. Lorsque les conditions dans le biofilm
changent, ces interactions peuvent déterminer quelles cellules survivent et quelles cellules

meurent (Watnick and Kolter, 2000).

Colonisation Maturation
— secondaire
Mat i
@\ Lo N aturation
e N TR Formation des primaire

// micro-colonies

Atechmert Bacteidl growh Bioflm fomafion Fully cvelopad bicfim

Figure 35 : Représentation schématique de la formation du biofilm (Kokare et al., 2009
modifié).
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6. Applications

6.1.Traitement et contamination des eaux
Le biofilm jouerait un double réle dans I’ean. Au niveau des canalisations, la formation du
biofilm peut infecter la potabilité de I’eau malgré la présence de désinfectant a cause de leur
inefficacité ou la résistance développée par les germes. En revanche, des biofilms hétérogenes
sont volontairement utilisés dans les boues d'épuration des eaux usées municipales, ce qui
permet de digérer la maticre organique de la suspension, contribuant ainsi a l'épuration

(traitement biologique).

6.2.Bio-indicateur de pollution
Le biofilm dans les eaux de surface est principalement composé de microorganismes
hétérologues. Dans des conditions contaminées, les bactéries fécales peuvent interagir avec ces
biofilms, ce qui suggére que ces derniers peuvent servir de réservoir pour les bactéries
pathogénes dans les riviéres contaminées (Balzer et al., 2010). D’autre part, Rocher et ses
collégues (2003) ont étudi¢ la structure des biofilms d'égouts et la teneur et la distribution des
hydrocarbures aliphatiques et aromatiques dans les biofilms du bassin versant du Marais (Paris,
France). Ils ont constaté que le carbone dans les biofilms et autres sédiments Les composés
d'hydrogéne sont différents, donc le biofilm peut étre utilisé comme indicateur de contamination

par les hydrocarbures aliphatiques dans la couche organique.

6.3.Pathogeneése

Les biofilms présents sur les appareils cliniques peuvent étre composes de bactéries
Gram-positives et Gram-négatives, qui peuvent avoir diverses origines : la peau des patients ou
du personnel médical, de l'eau du robinet ou d'autres sources environnementales. De plus, le
rdle des biofilms dans les infections des implants a €té établi dans de nombreux systémes
humains. Par exemple, les genres bacteriens Staphylococcus et Streptococcus peuvent former
des biofilms sur les tissus des valves cardiaques en provoquant des pathologies (Kokare ef al.,

2009).
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1. Introduction

Ces derniéres années, le développement de techniques efficaces pour la décontamination des
sites pollués est devenu indispensable. L’une d’elles, la bioremédiation qui exploite les proprietés
de certains organismes vivants a extraire les polluants et restaurer les milieux contamines.

Les techniques conventionnelles utilisées pour l'assainissement et la restauration des sites
consistent 4 extraire la partie contaminée et & 'évacuer vers une décharge. Ces méthodes presentent
certains inconvénients. La premiére méthode ne fait que déplacer la contamination ailleurs et peut
créer des risques importants risques liés a l'excavation, a la manipulation et au transport de matieres
dangereuses. En outre, il est trés difficile et de plus en plus colteux de trouver de nouveaux sites
d'enfouissement pour I'élimination finale des matériaux (Vidal, 2001).

Contrairement aux techniques physiques ou chimiques, la bioremédiation est la méthode
économiquement viable et harmonieuse de ’environnement. D’autre part, la bioremédiation fait
appel le plus souvent aux plantes (phyto-remédiation) ou aux microorganismes ou aux deux
organismes ensemble. En effet, une stimulation microbienne dans la rhizosphere peut augmenter
les performances des plantes dans la dépollution.

Dans ce chapitre, I’aspect microbien sera le plus développé car concordance avec le cours en

question ; & savoir la microbiologie.

2. Historique
L'utilisation de microbes dans la biorémédiation moderne est attribuée, en partie, a George
Robinson (US Microbics, 2003). 11 a utilisé des microbes pour consommer une marée noire le long
de la cote de Santa Barbara, en Californie, a la fin des années 1960. Depuis les années 1980, la
biorémédiation des déversements d'hydrocarbures et d'autres déchets dangereux a ¢té davantage

prise en considération (Shannon and Unterman, 1993).

3. Définition
Le mot « bioremédiation » est composé de «bio» = é&tre vivant et « remedium» =
rétablissement de 1’équilibre.
De maniére générale, la biorémédiation est définie comme le processus par lequel les déchets
organiques sont biologiquement dégradés dans des conditions contrélées jusqu'a un état inoffensif

ou a des niveaux inférieurs aux limites de concentration établies par les autorités réglementaires
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(Mueller et al., 1996). C’est un mécanisme qui utilise les ﬁf_fel;s B‘git[ll'@ls des microorganismes
Tl -

et leurs produits pour éliminer les contaminants du sol (USEP;VA 2000, 2012 ; Leung 2004).

La technologie de la biorémédiation vise a transformer en contaminants bénins les contaminants

présents dans les sols, les sédiments, l'eau et l'air (Shanahan, 2004).

4. Principes
La biorémédiation utilise les réactions métaboliques microbiennes dans de conditions
environnementales optimales et de nutriments suffisants pour décomposer les contaminants (Adams
et al., 2015). Pour que la biorémédiation soit efficace, les micro-organismes doivent attaquer les

polluants par voie enzymatique et les transformer en produits inoffensifs (Vidal, 2001).

5. Population microbienne

L'¢tude des microbes dans les systemes de biorémédiation permet de sélectionner des
microorganismes ayant un potentiel pour la dégradation et la production de composés ayant des
applications biotechnologiques dans l'industrie pétroliére et pétrochimique (Adams er al., 2015)

La dégradation des composés organiques toxiques, nécessite le contact des bactéries et les
contaminants. Certaines bactéries sont mobiles et présentent une réponse chimiotactique, détectant
le contaminant et se déplagant vers lui. D'autres microbes, comme les champignons, se développent
sous forme filamenteuse vers le contaminant (Vidal, 2001).

En particulier, les rnicroorganismes indigénes du sol jouent un réle clé dans la biorémédiation
du sol en tant qu'agents biogéochimiques pour minéraliser les composés organiques complexes en
composés inorganiques simples ou en leurs éléments constitutifs (Tableau 6). En général, les
particules du sol ont une charge négative, et le sol et les bactéries peuvent se tenir ensemble par une
liaison ionique impliquant des cations polyvalents (Killham, 1994 in Adams et al., 2015).

D’autre part, de nombreuses techniques sont utilisées pour sélectionner des microorganismes
utiles pour la bioaugmentation. Dans cette perspective, les bactéries peuvent étre isolées du sol
contaminé donne, et aprés culture en laboratoire, les souches bactériennes pures pré-adaptées sont
remises dans le méme sol. Cette méthode est appelée réinoculation du sol avec des microorganismes
naturels. La deuxiéme possibilité consiste a sélectionner des micro-organismes appropriés a partir
d'emplacements ou des polluants similaires existent dans le sol, qui sont soumis a I’élimination par

ces micro-organismes sélectionnés.

Cours Microbiologie Appliquée et Environnementale/ Dr. Asmaa BENAISSA/ 2022



E o \ f;/:ﬁli_%s\(ﬁi d’/ll >
En présence d'oxygene (aérobie), exemples : Hm;daﬁzﬁ;a_\ Alcaligenes, Sphingomonas,
Rhodococcus et Mycobacterium. Ces microbes ont souvent été signalés comme dégradant les
pesticides et les hydrocarbures, tant les alcanes que les composés polyaromatiques. Beaucoup
de ces bactéries utilisent le contaminant comme unique source de carbone et d'énergie.

En l'absence d'oxygene (anaérobie), exemple: Phanaerochaete chrysosporium est un
champignon qui a la capacité de dégrader une gamme extrémement variée de polluants

environnementaux persistants ou toxiques.

Tableau 6 : Quelques contaminants potentiellement adaptés a la biorémédiation

(Vidal, 2001).
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6. Concepts
En bioremédiation, les microorganismes utilisés peuvént éfre originaires 4 la zone contaminée
ou isolés d'ailleurs et transportés vers le site contaminé. Par ailleurs, il existe cing principaux

concepts qui sont développés dans les paragraphes qui suivent.

6.1.La biodégradation ; c’est l'action de plusieurs organismes pour stimuler les capacités
naturelles des microorganismes & décomposer les polluants organiques (Figure 36). Elle peut
étre utilisée pour le sol et les eaux souterraines. De maniére générale, cette technique implique
l'infiltration de nutriments contenant de l'eau et de 'oxygéne ou d'autres accepteurs d'électrons

(Vidal, 2001).

Organic polhirant

-
Microbe
Oxidized lectron acceptar Reduced slectron acceptor
[} H2O
NO3- N
Fedll) Fe(ll)
f -8
3= L

é)gidative Biodegradation

Electrophiic polfutant Less halogrinated ;;u:-l.lut(:yn
+OT (o wiher reduced species)
\me"/
e e
Eleciron donor Oxidized elecuon donor
suar COp + HO
fatty acid
Hz

+erer Gy

Reductive Biodegradation

Figure 36: Processus général de dégradation des contaminants organicues (Rockne and Redd :
S 24 5 {

2003)

6.2.La bioaugmentation : ¢’est un processus qui implique I’introduction des micro-organismes
dans un site contaminé pour améliorer la vitesse de dégradation par I'ajout de substances
chimiques. ou le taux de dégradation des polluants complexes par l'ajout de microorganismes
efficaces (Leahy and Colwell, 1990 ; Adams et al, 2015). L'amélioration du microbiote d'un
site contaminé permettra aussi d'augmenter la capacité génétique du site souhaité (Goswami et
al., 2018). Deux facteurs limitent l'utilisation de cultures microbiennes ajoutées aux stations
d'épuration. Unités de traitement des sols : 1) Les cultures non indigénes sont rarement

competitives avec la population locale pour développer et maintenir un niveau de population
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microorganismes indigénes qui dégradent efhcacement les polluants organiques (Vidal, 2001).
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Contaminated environment _
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m;trfmrgamims

gii“ —= Introduced strains||
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bisremediation

W s Contaminant

Contaminant free cnvironment

Figure 37 : Principal diagramme de bioaugmentation (Goswami et al., 2018).

6.3.Biostimulation : Elle est considérée comme la méthode la plus efficace de dépollution des
hydrocarbures (Adams et al, 2015). C’est une technologie d'assainissement trés efficace,
rentable et respectueuse de I'environnement (Goswami ef al., 201 8). Elle consiste a ajouter des
nutriments limitant la croissance tels que le phosphore, l'azote, l'oxygéne et les donneurs
d'¢lectrons & des sites fortement pollués pour stimuler les bactéries existantes & dégrader les

polluants dangereux et toxiques (Rhykerd, 1999 ; Tyagi et al., 2011 ; Figure 38)
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Figure 38 : Principal diagramme de biostimulation (Goswami et al., 2018).

6.4.Le bioventing (bioventilation) : c’est le traitement in situ le plus courant, il consiste a
transporter de l'air et des nutriments vers le sol contamine a travers des puits pour stimuler le
métabolisme naturel des bactéries. Autrement dit, la ventilation biologique utilise un faible
débit d'air et ne fournit que la quantité d'oxygéne nécessaire 4 la biodégradation tout en
minimisant la volatilisation et le rejet des contaminants dans l'atmosphére (Vidal, 2001).

6.5.Le biosparging consiste a injecter de l'air sous pression en dessous du niveau de la nappe
phréatique pour augmenter la concentration d'oxygene dans la nappe phréatique et augmenter
le taux de biodégradation des polluants par les bactéries présentes dans la nature. Ce processus
augmente le mélange dans la zone de saturation, renforgant ainsi le contact entre le sol et les

eaux souterraines (Vidal, 2001).
7. Influence de la microflore rhizosphérique sur la phytoremédiation

Les composantes du microbiote de la rhizosphere peuvent améliorer le potentiel

phytoremédiateur de la plante par une action directe ou indirecte (Glick et al., 1998). L’aspect

e A e
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indirect se produit lorsque les microorganismes 5t}ii‘1tilen;t Ta-iésistance des plantes face aux
phytopathogénes et aide la plante a rester saine en s attaquantfaux phytopathogénes. L aspect direct
est synthétisé par le pouvoir biofertilisateur des microorganismes dans le sol.
En résumé, le role des microorganismes dans la phytoremédiation est tres important et peut étre
exprimé dans les points suivants :
. La détoxification de certains polluants pour mieux permettre leur assimilation par la
plante ;
- L’augmentation des activités cataboliques entre le sol et la plante afin de promouvoir la
croissance de cette derniere ;
. La stabilisation des polluants dans la rhizosphére pour augmenter leur

phytodisponibilite.

8. Avantages
La bioremédiation est une option qui offre la possibilité d'utiliser des activités biologiques
naturelles pour détruire ou rendre inoffensifs divers polluants. Par conséquent, il utilise des
technologies relativement bon marché et de faible technologie qui sont généralement acceptées par
le public et peuvent généralement atre mises en ceuvre sur site. Cependant, il n'est pas toujours
approprié, car la gamme des contaminants sur lesquels elle est efficace est t limitée, les délais sont
relativement longs, et les niveaux de contaminants résiduels pouvant étre atteints ne sont pas
toujours appropriés (Vidal, 2001).
_La bioremédiation est un processus naturel, elle est donc en harmonie avec l'environnement.
Lorsque les polluants se dégradent, la population biodégradable diminue. Les résidus
d'élimination sont généralement inoffensifs et comprennent le dioxyde de carbone, l'eau et la
biomasse cellulaire ;
_La bioremédiation peut étre utilisée pour détruire complétement divers polluants. De nombreux
composés légalement considéreés comme dangereux peuvent €tre transformés en produits
inoffensifs ;
_Pas besoin de transférer des polluants d'un milieu environnemental a un autre, vous pouvez
complétement détruire le polluant cible in situ ;
_La bioremédiation est économiquement plus intéressante que les autres technologies utilisées

pour nettoyer les déchets dangereux.
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Le domaine de la microbiologie appliquée comprend I'étude des micro-organismes liés a
la biotechnologie dans tous les domaines des activités humaines, tels que la science alimentaire,
l'agriculture, I'évaluation de la biomasse, la technologie de contrdle de la pollution et de

bioremédiation et la pharmacologie.

De plus, il existe un lien naturel entre la microbiologie appliquée et la microbiologie
environnementale. La recherche sur la maniére dont les microorganismes interagissent dans
l'environnement peut étre transformée en domaines d'application pratiques, tels que
l'amélioration de la biorestauration, la bioremédiation ou la découverte de metabolites

microbiens d'intérét.

La microbiologie appliquée peut aider a apporter des solutions a certains problemes

environnementaux, tels que :

-Energie alternative (biocarburant) ;

-Remédiation de la pollution industrielle ;

-Découvrir de nouvelles molécules d’antibiotiques ;

-Créer de nouveaux produits biologiques (par exemple : les bioplastiques) ;

-Etudier l'impact du changement climatique sur I’environnement et notamment sur les micro-

organismes car ils jouent un réle vital dans les cycles biogéochimiques de la matiere.
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