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Résume

Les matiéres plastiques, du fait de leur utilisation massive, constituent des polluants
importants dans 1’environnement.

L’objectif de ce présent travail est I’isolement et la sélection des souches bactériennes
productrices d'enzymes capables de dégrader le polyéthyléne a basse densité.

A cet effet, trois (03) échantillons de sol, contenant des sachets en plastique
(polyéthyléne a basse densité) décomposés, sont effectués a partir de différentes
décharges publiques de la Wilaya de Tlemcen telles que la décharge de Nedroma, de
Tlemcen ville nouvelle et ancienne décharge, de la région Ouest d'Algérie.

Le screening primaire a permis 1’isolement de 29 souches productrices d'enzymes
capables de dégrader le PEBD. Ensuite, le screening secondaire a revéle la sélection
de 11 souches (ML0O01, ML002, ML0O06, MLO07, ML008, ML014, ML015, ML018,
ML020, ML022 et ML029) productrices d'enzymes capables de degrader le PEBD et
ont fait ’objet d’une identification phénotypique.

L’utilisation de 1’outil de la biologie moléculaire a permis une identification génétique
des souches sélectionnées productrices d'enzymes capables de degrader le PEBD. En
outre, 1’analyse phylogénétique et le sequencage des souches isolées, sélectionnées
productrices d'enzymes capables de dégrader le polyéthyléne a basse densité, sont
soumises et répertoriées dans la base des données GenBank.

L’optimisation de différents parameétres impliqués dans la biodégradation par des
souches selectionnées a montré que les souches (ML007, ML014, ML020, ML022)
ont manifesté une forte activité a une température comprise entre (30°C et 40°C).
Cependant, les souches (ML001, ML018 etML029) ont montré une importante activité
de dégradation de PEBD a des valeurs de pH (7, 9, 6) respectivement. Par ailleurs, la
souche ML002 a manifesté une excellente activité dégradation de PEBD en présence
d'une concentration de 4% NaCl. L’ajout du cuivre dans le milieu de culture inoculé
avec des souches (MLO01, ML002, ML0O06, ML0O07, ML008, MLO14, MLO15,
MLO018, ML020, ML022 et MLO29) a amélioré¢ considérablement 1’activité de
biodégradation du PEBD, accompagnée avec une perte de 2.05 % de poids pendant
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Le séquencage des 11 souches sélectionnées dégradatrices du PEBD (MLOOL,
ML002, MLO06, ML0O07, MLO08, ML0O14, MLO15, MLO18, ML020, ML022 et
MLO029) a révélé leur appartenance aux espéces : Bacillus subtilis ML636851, Bacillus
thuringiensis MG738271, Lysinibacillus macroides ML636534, Bacillus subtilis
ML636460 , Enterobacter cloacae ML636553, Bacillus cereus MT636856, Bacillus
licheniformis MT636899, Rhodococcus gordoniae MT636651, Pseudomonas
balearica MT636930, Pseudomonas aeruginosa MT636685, Staphylococcus pasteuri
MT636753 respectivement, ce qui explique que les souches sélectionnées peuvent étre
excellents candidats dans la bioremédiation des sols pollués en plastique.

Mots clés : biodégradation, polyéthyléne a basse densité, bactéries productrices d'enzymes

capables de degrader le PEBD, identification moléculaire.
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Abstract

Plastics, due to their massive use, are important environmental pollutants.

The objective of this work is the isolation, the selection of bacterial strains producing
enzymes capable of degrading low density polyethylene.
For this purpose, three (03) soil samples, containing decomposed plastic bags (low
density polyethylene), are made from various public dumps of the Wilaya of Tlemcen
such as the landfill of Nedroma, Tlemcen new and old city, of the Western region of
Algeria.

The primary screening allowed the isolation of 29 enzyme-producing strains capable
of degrading LDPE. Then, the secondary screening revealed the selection of 11 strains
(MLO001, ML0O02, MLO06, ML007, ML008, ML014, ML015, ML018, ML020, ML022
and MLO29) producing enzymes capable of degrading the LDPE and were
phenotypically identified.
The use of the molecular biology tool has enabled genetic identification of selected
enzyme-producing strains capable of degrading LDPE. In addition, phylogenetic
analysis and sequencing of isolated strains, selected to produce enzymes capable of
degrading low-density polyethylene. are submitted and listed in the Genbank database.
Optimization of various parameters involved in biodegradation by selected strains
showed that strains (ML007, ML014, ML020, ML022) showed high activity at a
temperature between (30°C and 40°C). However, strains (ML001, ML018 and
MLO029) showed significant LDPE degradation activity at pH values (7, 9, 6)
respectively. In addition, strain ML002 showed excellent LDPE degradation activity at
a concentration of 4% Nacl. The addition of copper to the culture medium inoculated
with strains (ML001, ML002, ML006, ML007, ML008, ML014, ML015, MLO018,
ML020, ML022 and ML029) significantly improved the biodegradation activity of the
LDPE, accompanied Dby a loss of 205% of their weight.
Sequencing of the 11 selected LDPE degrading strains (ML001, ML002, MLOO6,
MLO07, MLO08, ML014, MLO015, ML018, ML020, ML022 and ML029) revealed
their species membership: Bacillus subtilis ML636851, Bacillus thuringiensis
MG738271, Lysinibacillus macroides ML636534, Bacillus subtilis ML636460 |,
Enterobacter cloacae ML636553, Bacillus cereus MT636856, Bacillus licheniformis
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MT636899, Rhodococcus gordoniae MT636651, Pseudomonas balearica MT636930,
Pseudomonas aeruginosa MT636685, Staphylococcus pasteuri MT636753
respectively, This explains why the strains selected can be excellent candidates in
bioremediation of polluted plastic soils.

Keywords: biodegradation, low-density polyethylene, enzyme-producing bacteria
capable of degrading LDPE, molecular identification.
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Pseudomonas aeruginosa MT636685, Staphylococcus pasteuri MT636753
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Introduction

La matiére plastique est utilisée quotidiennement, sa multiplicité lui permet
d’étre présente dans tous les secteurs de I’industrie : [’agro-alimentaire, la
cosmétologie, la santé, les produits d’entretien, les produits chimiques, dans le
transport et la distribution, les produits industriels et agricoles (Zaki, 2008). Les
propriétés diverses, la facilité de mise en ceuvre et les colits avantageux que présentent
cette matiére encouragent son application dans tous les domaines industrielles afin de
satisfaire les besoins croissants des consommateurs.

Les polymeéres, ou les plastiques représentent, avec un volume global de plus de
290 millions de tonnes, un marché mondial d’environ 1600 milliards de dollars (USD).

Dans les trois derniéres décennies, l'utilisation des matériaux plastiques pour
I'emballage des aliments et dans le secteur agroalimentaire a augmenté d'une maniere
considérable. Cet accroissement c'est fait au détriment des matériaux traditionnels tels
que le bois, le verre, et le metal, jusqu'a étre aujourd’hui le matériau dominant dans
I'emballage alimentaire (Stoffers, 2005).

Toutefois, cette exploitation massive n’est pas dépourvue de conséquences. En
effet, le principal inconvénient des matériaux polymeéres réside dans le fait qu’ils ne
sont pas biodegradables et pose ainsi le probléeme de la gestion de leurs déchets
industriels ou de consommation qui s’accumulent de manicre inquiétante. Ce n’est que
depuis une vingtaine d’années seulement que le traitement des déchets de maticres
plastiques devient une préoccupation premiere dans la préservation de
I’environnement. La valorisation des matieres pastiques fait alors 1’objet de toutes les
attentions, notamment dans le monde scientifique ou de nombreuses études se sont
penchées sur ce phénomeéne mondial. Aujourd’hui, les industries de plasturgie
disposent de plusieurs moyens de recyclage des polymeres.

Bien que le recyclage des polymeres usés soit significativement amélioré afin
de réduire leur volume dans les décharges (Hakkarainen et Albertsson, 2004), cette
technique reste inadéquate pour certains déchets tels que les sachets, les films de
paillage agricole ou les emballages alimentaires, pour lesquels le polyéthylene a basse

densité est le polymere de base. Ce dernier est I'un des thermoplastiques les plus
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utilisés da a ses bonnes propriétés a I'état solide, son inertie chimique et son faible
cout. Sa production mondiale est d’environ 140 millions de tonnes par an, ce qui peut
générer un grand tonnage de déchets (Orhan et Buyukgungor, 2000).

la biodégradation du polyéthyléne a basse densité par des micro-organismes
semble étre le meilleur choix pour lutter contre son accumulation dans la nature (Negi
et al., 2009).

La biodégradation du polyéthyléne a été rapportée dans un certain nombre de
études de recherche publié au cours des 30 dernieres années (Gu, 2003; Hakkarainen
et Albertsson, 2004; Koutny et al., 2006; Arutchelvi et al., 2008; Eubeler et al.,
2010).

La présente étude S'inscrit dans cette optique due a I’augmentation de la
pollution qu’engendre les déchets du PEBD (sachet en plastique).

Les objectifs tracés pour la réalisation de ce présent travail sont :

L’isolement d’une large gamme des souches bactériennes productrices d'enzymes
capables de dégrader le polyéthyléne a basse densité a partir des sols riches en dechets
des sachets en plastique.

Caractérisation phénotypique et screening des souches les plus performantes.
L'optimisation de conditions de la biodégradation du LDPE.

L’identification des souches sélectionnées dégradatrices du PEBD via les techniques
de biologie moléculaire : extraction d’ADN, amplification et le séquencage de I’ARN
16S et enfin le dépdt des séquences obtenues dans le GenBank afin de répertorier les

souches sélectionnées degradatrices du PEBD.



CHAPITRE I.

RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE




RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE

1.

Les matiéres plastiques

1.1. Généralités sur les polymeres

1.1.1.

1.1.2.

Définition de polymeére

Les matieres plastiques constitués essentiellement de la résine appelée « Polymeére »,
substance organique, composée de macromolécules de la méme nature chimique,
d'origine naturelle, ou obtenue par modification chimique d'un polymere naturel ou
bien synthétisé par voie chimique ou enzymatique par une réaction de polymérisation
(Farhi et al., 2006 ; Berranem, 2010).

Synthése du polymere

Les polyméres sont synthétisés en reliant des molécules de monomeére : les réactions
de polymérisation constituées de deux types :

La polymérisation en chaine ou polyaddition, dans laquelle les unités monomeres sont
additionnées une a une a un centre actif. Cette réaction concerne les polymeéres
découlant des monomeéres possédant des fonctions alcéne (C=C), C'est le procédé le
plus utilisé dans l'industrie. le polyéthyléne, le polypropyléne, le polystyréne, l'alcool
polyvinylique et le polytétra-fluoro-ethylene (Téflon) sont des exemples de polymeres
obtenus par cette polymérisation (Makdour, 1982).

La polymérisation par étapes (“step growth™ polymerization) ou polycondensation,
c’est la réaction entre molécules de base possédant des groupements fonctionnels
différents, elle mene a I'élaboration des macromolécules nommés polycondensats. les
monomeres s'associent avec élimination simultanée d'atomes ou de groupes d'atomes.
Les polyamides, les polyesters et certains polyuréthannes sont des exemples typiques
de polymeéres obtenus par polycondensation (Decker, 1996).

1.2. Classification des polymeéres

1.2.1. Classification selon I’origine

Les polymeres sont classés en trois catégories :

» Polymeres naturels : ce sont des composés organiques issus du regne vegétal ou

animal, leur importance est considérable ; comme les protéines, les acides nucléiques,

la cellulose et la chitine (Fontanille et Gnanou, 2005).

» Polymeres artificiels (ou régénérés) : sont obtenus par modification chimique de

polymeres naturels, de facon a transformé certaines de leurs propriétés. lls ont une

3
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certaine importance économique. Par exemple : méthylcellulose (Microsoft Encarta,
2009).

> Polymeéres synthétiques : totalement issus du genie de I’Homme, sont obtenus par
polymérisation de molécules monomeres. ce sont les matiéres plastiques, les
élastomeéres, les fibres, les adhésifs (Fontanille et Gnanou, 2005).
1.2.2. Classification selon I’architecture
La classification selon I'architecture se divise en quatre grandes familles

> Les polyméres linéaires: sont essentiellement obtenus par des techniques de
polymérisation en chaine ou des réactions de polymérisation par étapes.

> Les polymeres ramifiées: découlent de réactions de transfert de chaine, ou bien
sont générées par des réactions de greffage.

» Les polymeéres réticulés: la formation de liaisons chimiques suivant les
différentes directions de I’espace, au cours d’une polymérisation de polymeres
lineaires correspond a la réticulation, qui conduit a la formation d’un réseau
tridimensionnel (Wiess, 2010).

» Les polymeres dendritiques: la possibilité de synthétiser des dendriméres a
partir de monomeres multifonctionnels été évoqué en 1953 par Paul Flory, dans
son célebre livre "Principles of Polymer Chemistry” (Flory, 1953). Mais ce
n’est qu’a la fin des années 1970 la premiére synthése de dendriméres (appelé «
arborols »), est décrit par VVogtle suivi par Tomalia et al., 1985 et Newkom et
al., 1985).
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polymeres linéaires polymeres réticulés polymeres ramifiés

architectures dendritiques

B 5ok

Figure 1: Classification des architectures macromoléculaires (Tomalia et al.,
1985).

1.2.3. Classification selon la structure

Les composés macromoléculaires sont classés en

» Les homopolymeres sont des polymeres de longues chaines d’une seule unité,
formés par répétition d’'un monomere, leurs propriétés mécaniques telles que
I'écoulement a 1’état fondu, optique, sont dues essentiellement a la structure
chimique des monomeres et a la longueur des chaines (Jouenne, 2005). Il
existe différentes familles des homopolymeres : les homopolymeres linéaires,
branchés et étoiles.

» Les copolymeres sont des polymeres de plusieurs unités, telles que les
homopolymeres, les copolymeéres peuvent se classer dans différentes familles,

citons: le mode statistique, alterné, séquencé et greffe.
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1.2.4. Classification selon le comportement mécanique et thermique

Les polymeres sont souvent classés selon les propriétés thermodynamiques en trois
types

Les thermoplastiques sont des polymeres linéaires, généralement recyclable, se
ramollissent sous 1’effet de la chaleur, durcissent sous I'effet de froid (Dupeux, 2004).
Les thermodurcissables sont des produits issus de la transformation par réaction
chimique, & des composés macromoléculaires tridimensionnels liés par liaisons
covalentes (Perrin et Scharff, 1999).

Les élastomeres sont des polyméres étirés au moins deux fois leur longueur d’origine
qui se rétracte a leur dimension initiale lors de la disparition de la force d’étirement.
Parmi, les avantages des elastomeéres sont les propriétés mécaniques telles que son tres
faible échauffement interne et sa tres bonne tenue au froid (Arlie, 1980).

2. Polyéethyléne

2.1. Définition

Le polyéthyléne, ou polythéne (PE), est un matériau thermoplastique obtenu par
polymérisation de I'éthylene (C2Hs) menant a des macromolécules composees par la
répétition du monomére CHx (Nicole et al., 2005). Le polyéthyléne est un des
polymeres les plus simples et les moins chers le plus important polymeére de synthése,
devant le polypropyléne (PP), le polychlorure de vinyl (PVC) et le polystyrene (PS).
La production mondiale est de I'ordre d'une quarantaine de millions de tonnes en 2010
(Peacock et al., 2000).

Figure 2: Représentation semi-developpée de la chaine macromoléculaire du

polyéthyléne.
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2.2. La réaction de polymérisation du polyéthyléne

La polymérisation du polyéthylene est représentée dans la figure suivante ;

H.C ——CH; Polymerlsatlon’ 4E CH, — CH: %ﬂf

Monomére(Ethylene) Polymeére(Poluéthyléne)

Figure 3: La polymérisation du polyéthyléne (Monteil, 2012).

2.3. Les différents types de polyéthyléne

Les polyéthylenes sont classés en fonction de leur densité qui dépend du nombre et de
la longueur des ramifications présentes dans les chaines moléculaires ( Fontanille et

Gnanou, 2005).

0,880 0,900 0,915 0,930 0,945 0,960
échelle
de
densité
ULDPE LLDPE HDPE
< > VLDPE < . MDPE 9 B
< -- > < -
UHMWPE
e —f

ULDPE : "Ultra-low density polyethylene", Mw< 1 000 ; VLDPE : "Very-low density polyethylene", Mw= 1 000 - 20 000 ;

LLDPE : "Linear low density polyethylene"”, Mw= 20 000 - 50 000 ; MDPE : "Middle density polyethylene", Mw= 50 000 - 200 000 ;

HDPE : "High density polyethylene", Mw= 200 000 -1000 000 ;UHMWPE : "Ultra-high molecular weight polyethylene", Mw= 1 000 000 -
5000 000.

Figure 4: Classement des polyéthyléenes selon leur densité et leur poids
moléculaire (Fontanille et Gnanou, 2005)

2.4. La synthese du polyéthylene

Les deux voies essentielles impliquées dans la synthese des polyéthylenes de haute
densité sont des réactions de polymérisations catalysées par des systemes a base
d'oxyde de chrome ou des composés organométalliques de type Ziegler Natta. La
polymeérisation effectuée en suspension continue, utilise un procédé de catalyse a basse
pression. Depuis quelques années une voie de synthése catalytique a base d'espéces
dites métallo cenes est apparue, permettant I'accés a des PE plus homogenes (Julien,
2005).
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2.5. Procédés de fabrication des polyéthylenes
Deux technologies de polymérisation de 1’éthyléne sont mises en évidence :

» La polymérisation par voie radicalaire, par Imperiel Chemical Industries (1.C.I),
qui donne naissance au polyéthyléne basse densité.

» La polymérisation par voie ionique, opérant a basse pression qui conduit a un
polyéthylene de haute densité ou a un polyéthylene de basse densité linéaire
(Arlie, 1987).

3. Le polyéthyléene a basse densité
Le polyéthyléne a basse densité (PEBD) est un polymére thermoplastique de grande
consommation est obtenu par polymérisation radicalaire de 1’éthyléne en présence
d'une trés haute pression (1800 a 3000 bars) et a haute température (200-300°C). Sa
densité, voisine de 0,91-0,92, est plus faible que celle du polyéthyléne haute densité,
car sa structure révele un taux de ramification supérieure (Mark, 1999).
3.1. Propriétés du PEBD
3.1.1. Propriétes physico-chimiques
Le PEBD est un polymere semi-cristallin, de densité située entre 0.91 et 0.92. Son taux
de cristallinité est d’environ (43-50%) et sa température de fusion cristalline est située
entre (105-115°C) (Fournie, 1990). En général, le PEBD présente :

v' Résistance aux acides faibles.

v’ Résistance aux acides forts non oxydants.

v’ Résistance aux bases faibles et fortes (Fusesserry, 1996).
3.1.2. Propriétés mécaniques
Les propriétés mécaniques du PEBD dépendent essentiellement de leur masse molaire
et de leur cristallinité. Nous pouvons citer entre autres (Fusesserry, 1996) :

v’ La résistance a la traction variant de (9-23 MPa).

v L’allongement a la rupture variant de (150-1000 %).

v Le module d’élasticité en traction variant de (200-500 MPa).
3.1.3. Propriétés chimiques
Les polyéthylénes présentent une trés bonne stabilité chimique :

v Trés résistants aux attaque d'acides, bases et des solutions de sels (d’ou leur

utilisation en vaisselle de chimie).
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v Insolubles dans I’eau méme sous forme de films (emballage)
v' Sensibles a la fissuration sous contraintes en présence de savon, alcools,
détergents...
v" Les polyéthylénes a 1’état naturel sont trés sensibles a 1’action des rayons ultra-
violets (UV) en présence d’oxygene (air) (Tratignon et al., 1989).
3.1.4. Propriétés électriques
Le PEBD est une substance non polaire, caractérisée par : une permittivité relative
faible (= 2-3) limitant ainsi le courant de déplacement, un facteur de pertes
diélectriques relativement faible, et une rigidité diélectrique élevée (Fusesserry,
1996).
4. Les matiéres plastiques et leurs impacts sur I’environnement
Le développement du marché de la production des matiéres plastiques est
extraordinaire, explique par les multiples qualités attractives et versatiles. Les matiéres
plastiques représentent environs deux tires (2/3) de produits finis pétrochimiques et
leur consommation est devenue un critere économique important caractérisant le
niveau de vie d’une nation (Bellahcene, 2009). Le taux de consommation par habitant

est mentionnée dans la (Figure 5).

Figure 5 : Consommation annuelle des matieres plastiques par habitant
(Bellahcene, 2009).
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Malgré leur application bénéfique dans differents domaines, les matiéres plastiques
posent des sérieux problémes vis-a-vis de ’environnement et de la santé. En effet, la
contenance des adjuvants et des monomeres, en quantité plus au moins grandes, dans
les polymeres présente le risque de réactions chimiques nocives pendant le procédé de
fabrication et 1’usage de ces matieres. La décomposition de matiéres plastiques a haute
température génére des émissions de gaz, des solvants, des poussiéres et des rejets
atmosphériques considérables (Dorbane, 2014).

La toxicité de matieres plastiques sur la santé du personnel de 1’industrie de plasturgie
lors de I’introduction des différents additifs, causent de graves maladies telles que les
vertiges somnolents, pertes de connaissance, des atteintes de la fois, des cancers
(poumon, cerveau), etc.

5. La biodégradation du polyéthylene

5.1. Définition de la biodégradation

Dans la nature, les matériaux polymeres peuvent subir une dégradation par 1’action
d’agents  biologiques, chimiques et/ou physiques(mécaniques) (Figure 6)
(Matsumora, 2005).

Hydrolyse
Dégradation -
chimique .
Oxydation

(Déshydrogénation)

| S—

Dégradation

: . > : - Photodégradation
Dégradation du physique/physico- /‘ £
polymére dans chimigue S—
I'environnement s — Dégradation

. thermique

Dégradation

Biodégradation mécanique

(I'hydrolyse et L
l'oxydation sont les
SSIapSs praaairecs)

.

Figure 6: Présentation de différentes voies de dégradation des polymeres dans
I’environnement (Matsumora, 2005).

Généralement, ces voies interviennent de maniére concomitante dans le processus de

dégradation (Domenek, 2009). Les facteurs impliqués dans la modification de la

structure moléculaire du polymere et la détérioration de leurs propriétés

10



RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE

macroscopiques procédent une dégradation chimique telles que I'oxydation,
I'nydrolyse et physique telles que la photodégradation, la thermodégradation) et
biologique par l'action des enzymes et les produits de sécrétions produites par les
micro-organismes tels que les bactérie, les levures et les champignons, ,....)
(Albersson et Carlsson, 1994 ; Calmon-Decriaud et al., 1998).

5.2. Mécanisme de la biodégradation des polymeres

Les polymeéres biodégradables sont généralement dégradés en deux étapes (Figure 7)
Dégradation primaire

La Dégradation primaire correspond soit a une détérioration physico-chimique, soit a
une biofragmentation du produit. La détérioration physico-chimique est généralement
provoquée par des agents extérieurs (mécanique, chimique ou thermique). Cependant,
la biofragmentation est essentiellement provoquée par des étres vivants (bactéries,
champignons, vers de terre, insectes, etc.) (Lehman et al., 2003).

Biodégradation ultime

La biodégradation ultime est la digestion des matériaux par les microorganismes et les
enzymes (bioassimilation) et leur transformation en métabolites assimilables par les
cellules (Lehman et al., 2003).

Dans des conditions aérobies, les molécules de faible poids moléculaire produits sont
assimilables par les microorganismes sont transformées en dioxyde de carbone, eau et
de métabolites secondaires. Cependant, dans les conditions anaérobies, le méthane est
principalement produit a la place du dioxyde de carbone et I’eau. Une nouvelle

biomasse est produite dans les deux conditions (Smith, 1997 ; Lehman et al., 2003).

11
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Utilisation du polymere |

Phase 1

Biofragmentation
Bactéries, champignons, vers
de terre, insectes

Détérioration Physico- D

chimique | ﬂ | ﬂ

Meécanique, irradiation UV, ou
thermique

Phase 2

Augmentation de la surface du
contacte avec les micro-organismes

Meétabolites
Bioassimilation

Digestion par les micro-organismes et enzymes

—

Minéralisation
CO,/CH4, H.0

Figure 7: Présentation du mécanisme de biodegradation des polymeéres
(Lehman et al., 2003).

5.3. Biodégradation du polyéthyléne

La biodégradation des polymeéres synthétisés est un processus trés lent qui implique

de nombreux facteurs environnementaux, suivi par [’action de certains micro-

organismes (Albertsson et Banhidi, 1980 ; Ahmed et al., 2012).

La biodégradation complete de polyéthylene d'un film en PEBD de 60 um d’épaisseur

dans le sol peut prendre environ 300 ans, (Huang, 2008). Le polyéthylene est un

polymere semi-cristallin de haut poids moléculaire, constitué exclusivement de

longues chaines hydrocarbonées, d'une structure de grande hydrophobicité qui le rend

non-susceptible a la dégradation biologique (Tsai et Chang, 1996 ; Bourry et Favis,

1998).

En outre, vu leur grande dimension, les polyéthylénes sont incapables de pénétrer a

I'intérieure des cellules microbiennes et digérées par les enzymes intracellulaires

12
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produites par les micro-organismes a cause de leurs propriétés protectrices (Huang,
2008). Des travaux antérieurs réalisés par (Tsai et Chang, 1996 ; Dedecker et
Groeninckx, 1998 ; Chuai et al., 2003) ont rapporté que les longues chaines des n-
alcanes, de masses moléculaires 5000 Da, sont assimilées par les microorganismes.
Galloway et es collaborateurs (2005) ont signalé qu’un polyéthyléne de poids
moléculaire initial de 4000-28000 est dégradé en poids moléculaires inférieurs a 500
apreés trois mois d’incubation d'une culture fongique.

Les résultats obtenus de la deégradation de MEB ont montré la croissance des
microorganismes (moisissures) sur la surface du polyéthyléne, traduites par la
formation des trous et des érosions sur la surface.

(Veenstra et al., 2000) ont rapporté sur le blanchissement de la région dégradée et
I’apparition de petits trous sur la surface des films de PE lors de I'enfouissement dans
le sol pendant 32 ans. Ohtaki et coll (1998) ont analysé des bouteilles en PEBD,
exposees sur le sol, dans des conditions aérobies pendant une durée plus de 30 années
par microscopie électronique (MEB) et par spectrométrie de masse (TOF-MS).

La reduction du poids moléculaire de parties dégradées et les micrographes obtenus
ont indiqué la biodégradation des matériaux (Su et al., 2009).

Shah et coll (2007) ont enfoui des morceaux de polyéthyléne de basse densité dans du
sol, melangé avec la boue des eaux usées pendant une durée de dix mois et I'examen
microscopique a montré la présence de souches fongiques sur la surface des materiaux,
expliquée de leur utilisation comme source de carbone par les microorganismes
(Phillips et Kao, 1986).

Les souches fongiques isolées sont identifiées comme étant du Fusarium sp. AF4,
Aspergillus terreus AF5 et Penicillum sp. AF6. La capacité de ces souches fongiques a
former un biofilm sur le polyéthyléne est attribuée a la diminution de I’hydrophobicité
de la surface. De plus, les changements structuraux observes par microscopie (MEB),
se présentant sous forme de trous et d’érosions, montrent un endommagement de la
surface du PE incubé avec les souches (Phillips et Kao, 1986).

La biodégradation du polyéthyléne est fortement liée a la diminution de leur taux de
cristallinité, I'ameélioration du caractére hydrophile et/ou et la reduction des longueurs

des chaines par I’ajout d’un matériaux hydrolysables tels que 1’amidon (Su et al.,
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2009; Oyama, 2009 ; Bourry et Favis, 1998). Les additifs hydrophiles sont
facilement dégrades en présence de certaines enzymes telles que 1’amylase, produites
par les microorganismes (Galloway, 2005).

Lors de la dégradation I'amidon, les vides produits au sein de la matrice du polymeére,
provoquent un accroissement de la surface de contact entre le PE et le milieu éxteérieur,
ce qui favorise l'augmentation de I'adsorption de I'oxygene, I'oxydation des chaines du
PE (Galloway, 2005 ; Minkova et al., 2002).

En présence d'un additif pro-oxydant, la biodégradation aura lieu apres une
photodégradation et une dégradation chimique. Lorsque le pro-oxydant résulte d'une
combinaison de métaux, le métal catalyse la péroxydation thermique du polymere et la
biodégradation se produira sur des produits oxydes de faible poids moléculaires
(Galloway, 2005 ; Ferg et Bolo, 2013 ; Dagli et Kamdar, 1994).

Ferg et Bolo, (2013) ont rapporté sur l'isolement huit souches de Streptomyces et de
Mucor rouxii NRRL 1835 et Aspergillus flavus capables de dégrader des films de
polyéthyléne dans un milieu de culture contenant une concentration de 6% amidon.
Des travaux antérieurs réalisés par (Pracella et al., 2002) ont rapporté sur la
biodégradabilité des film de polyéthylene, dans un milieu de culture, contenant de
métaux de transitions et 12% d’amidon, inoculé avec Phanerochaete chrysosporium.
Yamada-Onodera et coll (2001) ont isolé Penicillium simplicissimum YK, capable de
biodégrader le polyéthylene sans additifs. Cependant, le polyéthyléne est exposé aux
rayonnements UV ou a des agents oxydants, afin d’activer ce matériau inerte. Le
polyéthyléne est traité avec l'acide nitrique a une température de 80°C pendant 6 jours
(Dagli et Kamdar, 1994).

L'exposition des morceaux de polyéthyléne aux rayons Ultra-violettes, traités avec de
I’acide nitrique, inoculé dans un milieu de culture riche en sels minéraux avec le
Fusarium sp. AF4 a montré une augmentation du taux de croissance et des
changements structuraux considérable mis en évidence par IRTF, observés lors du
traitement de PE (Pedroso et Rosa, 2005).

Koutny et coll (2006) ont signalé que des béta et gamma-Protéobactéries ainsi que
Rhodococcus forment de biofilms sur la surface de polyéthyléne de basse densité,

contenant des additifs du pro-oxydant, ce qui suggere leur role dans 1’assimilation de
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film du polyéthylene oxydé (Jafari et al., 2005). Par ailleurs, Albersson et Carlsson,
(1994) ont montré que le genre de I’Arthrobacter parraffineus est capable d’assimiler
les produits de faibles poids moléculaires issus de la dégradation thermo-oxydative de
polyéthyléne (Lee et al., 2011).

Roy et coll (2008) ont rapporté sur des résultats semblables sur la dégradation de
films de polyéthyléne basse densité, contenant du stéarate de cobalt comme pro-
oxydant), inoculé dans un milieu de culture enrichi avec des espéces microbiennes
appartenant au genre de Bacillus a causé une perte de 8% du poids du polymére et
une augmentation considerable de la biomasse bactériennes (Martin et Averous,
2001).

L’absorbance a 1710-1715 cm (correspondant aux groupements carbonyles), 1640
cm? et 830-880 cm (correspondant a aux doubles liaisons -C= C-), apparaissant apres
le traitement les radiations (UV et acide nitrique), ont diminué lors de 1’incubation
avec les consortiums microbiens (Pedroso et Rosa, 2005).

La degradation du polyéthylene par les micro-organismes peut étre améliorée par
I'addition de surfactants tels que le (Tween 80, I’huile minérale), Mn (1) et 1’éthanol,
dans le milieu de culture (Williams, 1981 ; MacDonald et al., 1996 ; Moon et al.,
2003 ; Tsuji et Ishizaka, 2001).

(Williams, 1981 ; Arena et al., 2011) ont signalé que lI'addition du surfactant tel que
le Tween 80 dans le milieu de culture liquide, inoculé avec Pseudomonas aeruginosa,
a favorisé la formation de biofilm sur la surface du polyéthyléne, expliqué par
I'orientation des groupes hydrophobes du surfactant vers la surface du polyéthylene.
Moon et al., (2003) ont montré que Rhodococcus rubber est capable de dégrader
environ 8% d’un film en polyéthyléne pendant 30 jours, et l'augmentation de la
colonisation de la surface du PE, lors de I"addition d'huile minérale et par conséquent
la degradation de 50%.

Shimao et ces collaborateurs (2001) ont mentionné que les espéces Streptomyces,
produisent des enzymes extracellulaires, capables de dégrader la lignocellulose et le
polyéthyléne. MacDonald et al., (1996) ont montré que les moisissures (ZU-154 et
Phanerochaete chrysosporium) secretent de la manganése péroxydase (MnP), dont la

production est accélérée par I'addition de Mn(ll) dans le milieu de culture.
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Tableau 1 : Enzymes extracellulaire impliquées dans la dégradation du

polyéthyléne

Micro-organisme Enzyme

Références

Streptomyces sp.
(non charactériser)

Enzyme extracellulaire

(Pometto et al., 1992)

Champignons degradant le | Lignin peroxidase,

bois

Manganese peroxidase,
phnoloxidase, laccase

(Sangale et al., 2012)

Alcaligenes faecalis Polycaprolactone

depolymerase

(Oda et al., 1998)

Pseudomonas Lipase

(Skaryachan et a.,l 2015)

La biodegradation du polyéthylene en présence de consortium microbien présent dans

I'environnement par l'utilisation de microorganismes selectionnés, dans un milieu de

culture dans des conditions de laboratoire contrblées est représentée dans le Tableau

2.

Tableau 2: La biodegradation du polyethyléne par les microorganismes

(Huang, 2008)

Origine de Echantillon Microorganismes
Microorganismes
Collection de PEBD avec prétraitement (chaleur et JGliocladium virens ATCC 9645
cultures ou UV) Aspergillus niger ATCC 9642
Penicillium pinophilum ATCC 11797
Phanerochaete chrysosporium H289
Collection de JPEBDL/6% amidon/prooxydant Streptomyces viridosporous ATCC
cultures 39115
Phanerochaete chrysosporium ME 446
Collection de prétraitement UV/chaleur Streptomyces badius ATCC 39117
cultures Streptomyces setonii ATCC 39116
PEBD, PEBDL/prooxydant/ Aspergillus niger ATCC 6275
Collection de prétraitement thermique Gliocladium virens ATCC 9645
cultures Paecilomyces variotii 10121 Penicillium
funiculosum ATCC 19010
Streptomyces strain

ICoIIection de

PEBD /prooxydant
cultures

Pseudomonas aeruginosa
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Collection de [PEHD Phanerochaete chrysosporium

cultures

Collection de PEBD Fe prooxydant TDPA® [Cladosporium  cladosporioides

cultures prooxydants ATCC 20251

[Rhodococcus rhodochroust ATCC
29672
Collection de PE/6% amidon (prétraitement Mucor rouxii 1835 Aspergilus flavus
cultures thermique ) Streptomyces sp
PEBD/amidon/Festearate/ Arthrobacter paraffineus

Paraffine dégradée|prétraitement thermique
PEBD /amidon, Mn stearate/
styrenbutadiene  co-polymer/
prétraitement thermique

Sol PEBD /photosensibilisateur Rhodococcus rubber
UV/ prétraitement thermique

Sol PEBD / photosensibilisateur Brevibacillus borstelensis
prétraitement thermique / UV

Sol PEHD/prétraitement thermique Penicillium simplicissimum YK
+ UV/ traitement avec acide nitrique

Sol PEBD /60% Bionella Aspergillus niger

Penicillium funiculosum

Sol IPEBD /cobalt stearate IBacillus pumilus
PEBD et PEHD avec et sans Bacillus sphericus GC subgroup IV

Mer amidon/avec et sans prétraitement  |Bacillus cereus subgroup A
thermique

Laboratoire IPEBD/ prétraitement thermique IRhodococcus ruber

Plusieurs exemples de bacteries dégradant le plastique ont été rapportés sur le Tableau
3.
Tableau 3 : Présentation des bactéries dégradatrices de polyéthylene.,

Bacillus cereus (Abrusci et al., 2011 ; Suresh et al., 2011 ;
Aswale, 2010)
Bacillus subtilis (Priyanka and Archana , 2011; Abrusci et
al., 2011 ; Nwachukwu et al., 2010)
Bacillus sp. (Kumar et al., 2007 ; Usha et al., 2011)
Bacillus Bacillus megaterium (Abrusci et al., 2011)
Bacillus mycoides (Seneviratne et al., 2006)
Lysinibacillus Lysinibacillus (Abrusci et al., 2011)
Xylanilyticus
Pseudomonas sp. (Priyanka and  Archana, 2011 ;
Kathiresan, 2003 ; Nanda et al., 2010 ;
Usha et al., 2011 ; Skariyachan et al., 2015)
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Pseudomonas

Pseudomonas aeruginosa

(Nwachukwu et al., 2010 ; Kyaw et al., 2012
; Aswale, 2010)

Pseudomonas putida

(Kyaw et al., 2012 ;
2010)

Nwachukwu et al.,

Pseudomonas syringae

(Kyaw et al,. 2012)

Pseudomonas stutzeri

(Sharma and Sharma, 2004)

Staphylococcus

Staphylococcus sp.

(Reddy, 2008 ; Kathiresan, 2003 ; Usha et
al., 2011)

Staphylococcus aureus

(Priyanka and Archana, 2011)

Staphylococcus epidermis

(Chatterjee et al., 2010)

Streptococcus

&ba>1<<

(Reddy , 2008 ; Kathiresan, 2003)

Streptococcus lactis

(Priyanka and Archana, 2011)

Streptococcus aureus

(Aswale, 2011)

Micrococcus

Microcoques sp.

(Kumar et al., 2007 ; Reddy, 2008;
Kathiresan, 2003)

Micrococcus luteus

(Priyanka and Archana, 2011)

Micrococcus lylae

(Aswale , 2010)

Streptomyces sp.

(El-shafei et al., 1998 ; Usha et al., 2011)

Streptomyces (Lee etal., 1991 ; Pometto et al., 1992)
Streptomyces vinidosporus T7A
Streptomyces badius 252 (Lee etal., 1991)
Streptomyces setonii75 Vi 2 | (Lee et al., 1991)
Rhodococcus ruber (Sivan et al, 2011 ; Chandra and
Rhodococcus Rustgi, 19 97)
Rhodococcus (Fontanella et al., 2009 ; Bonhomme,
Rhodochrous 2003)
Proteus Proteus vulgaris (Priyanka and Archana, 2011)
Listeria Listeria (Kumar et al., 2007)
Vibrio Vibrio (Kumar et al., 2007)
Bravibacillus | Bravibacillus (Hadad et al.,, 2005 ; Abrusci et al.,
Borstelensis 2011)
Serratia Serratia marscence (Aswale, 2010)
Nocardia Nocardia steroids (Bonhomme et al., 2003)
Arthrobacter | Arthrobacter sp. (Balasubramanian et al., 2010)
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Diplococcus Diplococcus sp. (Reddy, 2008)

Moraxella Moraxella sp. (Reddy, 2008 ; Kathiresan, 2003)

5.4. Mécanisme de la biodégradation du polyéthyléne

En général, la dégradation du polyéthyléne est une combinaison de la dégradation
oxydative et la biodégradation. La premiere étape consiste I'oxydation abiotique
(rayonnements UV ou chaleur) alors que durant la deuxieme étape, les micro-
organismes dégradent les produits oxydés, de bas poids moléculaires, pour achever la
biodégradation (Galloway, 2005). Le mécanisme de 1’oxydation abiotique du PE
conduit a la formation de composes carbonylés (Figure 8). La photo- ou la thermo-
oxydation des polyoléfines de haut poids moléculaire, tel que le polyéthyléne, sont des
étapes indispensables puisque seuls les produits oxydés (500-5000 Da maximum)
peuvent étre degradés et assimilés par les micro-organismes (Tsai et Chang, 1996 ;
Dedecker et Groeninckx, 1998 ; Galloway, 2005 ; Dagli et Kamdar, 1994).

O, heat or heat or
mechanical stress ‘ UV light ‘

PE —» HC—QQH ——= HC—O0- -OH

| Oxydation —(CH=( ~Oxydation
A T oot
C=0
‘ Oxydation
—l=0
—— gsters and lactones
OH
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Figure 8: Schéma simplifié montrant les produits de dégradation du

polyéthyléne (Tsuji et al., 2002).

6. Taxonomie des genres bactériens impliqués dans la dégradation du
polyéthylene a basse densité

6.1 Taxonomie du genre Bacillus

Le genre Bacillus appartient au phylum des Firmicutes, découvert pour la premiere
fois en 1872 par Ferdinand Cohn. Les membres ce genre sont des bactéries a Gram
positif, formant des endospores et se distinguent des autres bactéries formant des
endospores par leur morphologie cellulaire (en forme de batonnet généralement),
aérobies ou aéro-anaérofacultatifs, par la production de catalase et par leur distribution
ubiquitaire (Nicholson, 2002).

Ce genre englobe une variété d’especes phénotypiquement hétérogeénes, présentant un
large éventail de besoins nutritionnels, de diversité physiologique et métabolique et la
composition en base d'/ADN (Claus et Berkeley, 1986).

Historiqguement, les especes sont regroupées en six grands groupes bases sur de
nombreux caracteres physiologiques, biochimiques et morphologiques (Priest et al.,
1993), ainsi que sur la capacité de formation de spores (Tableau 5) (Jonson, 1989).
Les études de la taxonomie numérique réalisées ont présenté un succes pour 1’analyse
des Bacillus provenant des sols et ont contribué a la compréhension de la distribution
des espéces de ce genre.

La classification moderne est basée sur I'analyse comparative des séquences d’ARNr
16S. Des recherches récentes utilisant cette analyse ont confirmé des niveaux élevés
d’hétérogénéité phylogénétique dans ce genre (Garveba et al., 2003).

Rossler et al., (1991) ont regroupé neuf espéces du genre Bacillus en quatre groupes.
Cependant, Ash et ces collaboraurs (1991) ont séparé 51 espéces appartenant au
genre Bacillus en cing groupes phylogénétiqguement distincts.

Les caractérisations géenotypiques et phénotypiques complémentaires des especes du
genre Bacillus sélectionnées ont mené a la création de nouveaux genres multiples :
Amphibacillus ( Niimura et al., 1990 ), Alicyclobacillus ( Wisotzkey et al., 1992),

Paenibacillus (Ash et al., 1993), Aneurinibacillus et Brevibacillus (Shida et al.,
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1996),Virgibacillus (Heyndrickx et al., 1998), Gracilibacillus et Salibacillus (W&ino
et al., 1999), Filobacillus (Schlesner et al., 2001), Geobacillus (Nazina et al., 2001),
Ureibacillus (Fortina et al., 2001), Jeotgalibacillus et Marinibacillus (Yoon et al.,
2001).

A cet effet, I'image finale de la taxonomie du genre Bacillus est encore loin d'étre
établie car de nombreuses espéces initialement décrites telles que Bacillus sont
transférées vers des genres voisins. Néanmoins, Le genre Bacillus comprend plus de
200 espeéces et est I'un des plus grands genres bactériens (Logan et al., 2007).

Tableau 5 : Classification du genre Bacillus (Priest et al ., 1993).

Groupes Especes Caractéristiques
représentantes
B. polymyxa Anaérobies facultatives, fermentent une
variéeté de sucres.
Groupe | Besoins de croissance : vitamines et acides

amines. Sécretent : amylases, glucanases
pectinases et pullulanases.

B. subtilis, Endospores ovales, aérobies stricts pour la
B. pumilus, plus part des espéces.
Groupe 11 B. licheniformis et Certaines espéces sécretent de nombreuses
B. amyloliquefaciens enzymes extracellulaires : les R-glucanases
et protéases.
Groupe Il Brevibacillus brevis Taxonomiquement moins définis.
B. sphaericus, Groupe phylogénétiguement homogeéne.
Groupe IV B. insolitus, et | Tous aérobies stricts.
B.psychrophilus. Méso-diaminopimelique du peptidoglycane
est remplacé par de la lysine ou de ornithine
Groupe VI B. stearothermophilus Thermophiles. Groupe physiologiquement et

morphologiquement hétérogenes.

Meétabolisme diverses allant de la aérobies
stricts a des types microaérophiles.

Groupe VI Alicyclobacillus (genre) | Thermophiles acidophiles.

6.2 Taxonomie du genre Pseudomonas

6.2.1 Caracteristiques du genre Pseudomonas

Le genre Pseudomonas est un groupe bactérien, appartenant a la sous-classe y des
protéobactéries et comprend plus d'une centaine d'espéces ubiquitaires (Bossis et al.,

2000 ; Palleroni et Moore, 2004). Cependant, depuis la découverte du genre
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Pseudomonas (Migula, 1894), de nombreuses especes lui sont assignés. Le nombre
d’espéces a subi de nombreuses variations principalement due a la description de

nouvelles espéces et a divers changements de la définition du genre (Figure 9).

g Protéobactéries

Comarmonad

Y Protéobactéries

Eikenefla Gngealia, Neisseria

g==

£ Proteéobacteries

Bradyrhizobiusm, Nitrobacter.
SOUDONTIONAS

Alfipia,
A

6 Protéobactéries Agrobacterium, Bartoneila,

Brucefia, Phyiobacterium

& Protéobactéries

Figure 9: Relations phylogénétiques entre les différents groupes de
protéobactéries contenant les genres bactériens actuellement ou
anciennement (en gras) associés aux Pseudomonas (Bossis et al.,
2000).

6.2.1.1 Caracteristiques metaboliques

Le genre Pseudomonas est caractérisé par un métabolisme oxydatif, non fermentatif,

utilisant ’oxygeéne comme accepteur final d'électrons, et méme quelques souches

utilisent le processus de la denitrification (les nitrates sont parfois utilisés comme
accepteur d'électrons ce qui permet une croissance en anaérobiose).

Les Pseudomonas spp. fluorescents saprophytes possédent tous une cytochrome

oxydase ¢ ayant un maximum d’absorption caractéristique a 552/554 nm, qui peut étre

mise en évidence par I’oxalate de N, N-diméthyl-paraphenyléne-diainine (Lelliot et
al., 1966). Elles sont aussi catalase positive, meésophile chimio-organotrophe
puisqu’elles peuvent croitre dans un milieu minéral ne contenant qu’une seule source
de carbone. Toutefois, certaines Pseudomonas sont chimio-organotrophes facultatives
et peuvent utiliser I’hydrogéne comme source d’énergie, utilisent de sources de
carbones variables (versatilité nutritionnelle), et certaines ont la capacité de croitre

méme dans 1’eau (Stanier et al., 1966).
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Certaines especes telles que P. syringea et particulierement P. aeruginosa sont
phytopathogenes, reconnues comme des pathogénes opportunistes et causant des
infectons pulmonaires mortelles chez les patients atteints de fibrose kystique ((Stanier
et al., 1966 ; Mavrodi et al., 2001)

Les températures de multiplication des espéces varient de 4-42°C sont caractéristiques
de I’espece P. aeruginosa, cependant, la température optimale de la croissance des
espéces saprophytes est située entre 28-30°C. Par ailleurs, la majorité des espéces
appartenant a ce genre se multiplient a des valeurs de pH inférieur a 4.5 (Palleroni,
1984). Certaines bactéries sont capables de dégrader des composés complexes tels que
les protéines et les polysaccharides complexes (I’amidon, la cellulose) et le poly -
hydroxybutyrate; (Palleroni, 1993 ; Palleroni, 1984). En outre, [ aptitude
dégradatrices de substances xénobiotiques par certains isolats a également retenu
I’attention de différents chercheurs (Latour et lemanceau, 1997 ; Bossis et al., 2000).
P. fluorescens et P. putida sont caractérisées par leur capacité de degradation de
molécules aromatiques plus ou moins complexes.

L’assimilation de composés aromatiques semble par contre moins courante chez les
isolats provenant de sols non contaminés ou de la rhizosphére (Campbell et al., 1995 ;
Latour et lemanceau, 1997). Le catabolisme de xénobiotiques par les Pseudomonas
spp fluorescents se caractérise en effet par la variété et la plurifonctionnalité des
enzymes degradatitrices et présente de multiples voies périphériques permettant les
premiéres attaques d’une large gamme de composés (Golovleva et al., 1992).
Certaines populations de Pseudomonas spp fluorescents ont la possibilité de
dissimilation de 1’azote, plus ou moins complete selon le groupe taxinomique
consideré (Clays-Josserand et al., 1995 ; Matsubara et Zumft, 1982).

Pseudomonas spp fluorescents contribuent d'une maniére significative dans la
réduction des nitrates et des nitrites qui constituent des polluants des nappes
phréatiques sont capables de résister aux nombreux agents antiseptiques ou
antibiotiques (Latour et Lemanceau, 1997 ; Euzeby, 2008).

Les especes du genre Pseudomonas produisant une couche d’exopolysaccharide

entourant les cellules, et les protégent de la phagocytose par les macrophages chez les
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mammiféres. La couche d’exopolysaccharide (EPS) permet la formation des biofilms,
collées aux surfaces des cellules (Visca et al., 2007).

6.2.1.2 Classification du genre Pseudomonas

Par définition, les bactéries du genre Pseudomonas sont des bacilles a Gram négatif,
non sporulés, généralement mobiles grace a une ou plusieurs flagelles polaires,
aérobies a métabolisme strictement respiratoire et chimio-organotrophes. Cette
définition doit étre complétée par d’autres caractéristiques phénotypiques pour la
différenciation des autres bactéries a Gram négatifs (Palleroni, 2008).

6.2.1.2.1 Etapes de la classification

Stanier et ces collaborateurs (1966) dans une approche de clarification de la
taxonomie du genre, ont publié un travail sur [I'étude des caractéristiques
nutritionnelles, basé sur 1’utilisation de 146 composés organiques de 267 isolats du
genre.

Dans la méme décennie, la découverte du caractére de renaturation de ’ADN par
Marmur (1961), a permis la classification phénotypique des Pseudomonas, lors des
essais d’hybridation ADN/ADN (Colwell et Mandel, 1964 ; Colwell et al., 1965 ;
Johnson et Ordal, 1968).

(Palleroni et al., 1973) ont classé le genre Pseudomonas selon le degré d’homologies
ARN/ADN en cing sous-groupes d’ARNr. Toutefois, ces sous classes d’ARNr sont
phylogénétiquement trop éloignés, et seules les bactéries appartenant au groupe ARNr
| sont retenues dans le genre Pseudomonas (Peix et al., 2009).

L édition de 1974 du Bergey’s Manual, dont leur classification s'est reposée sur I'étude
des caractéristiques phénotypiques, et la composition en G+C a introduit les bactéries
de ce groupe dans la famille des Pseudomonadaceae. Par ailleurs, dans la premiere
édition du Bergey’s Manual, la classification est basée sur le degré d’homologie
ARN/ADN, dont le nombre d’espéces et les caractéristiques phénotypiques sont
maintenus (Palleroni, 1984).

Woese et ces collaborateurs (1984) ont rapporté que la classification phylogénétique
est basée sur I'amplification des genes codant la région I’ARNr 16S, a permis la
subdivision des protéobactéries en 15 genres appartenant aux classes a, 3 et y proposé

par Stackebrandt et al., (1987). En méme temps, Pseudomonas acidovorans et P.
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testosteroni inclus dans le groupe ARNTr Il sont reclassifiés en 1987 dans le genre
Comamonas (Tamaoka et al., 1987), alors que les especes P. flava, P. palleroni, P.
taeniospiralis, P. pseudoflava et P. carboxydoflava seront reclassifiés deux ans plus
tard dans le genre Hydrogenophaga (Willems et al., 1989).

Le séquencage du gene codant ’ARNr 16S et le développement des modeles
mathématiques des arbres phylogéniques représentant les similitudes des séquences
ont permis une classification phylogénétique des procaryotes (Peix et al., 2009).

Les especes du groupe ARNTr 11 telles que P.facilis, P. delafieldii et d’autres isolats
cliniques sont reclassifies dans le genre Acidovorax (Willems et al., 1990), des
espéces phytopathogenes telles que P. avenae et P. catleyae sont reclassifiés dans ce
genre et introduites dans la classe des beta-Protéobacteria, au méme titre que
Burkholderia (Yabuuchi et al., 1992) et Ralstonia (Yabuuchi et al., 1995).

Les deux derniers genres proviennent de la reclassification des espéces du groupe
ARNTrll comme P. cepacia (designéee comme espece type du genre Burkholderia) P.
mallei, P. pseudomallei, P. caryophylli, P. gladioli, P. pickettii et P.solanacearum
(Yabuuchi et al., 1992, 1995). Le groupe ARNr V, est phylogénétiqguement plus
proche de Pseudomonas (ARNTr groupe I), Xanthomonas maltophilia reclassifié dans
le genre Stenotrophomonas en 1993, appartenant a la classe des gamma-Proteobacteria
(Palleroni et Bradbury, 1993).

Dans la premiére décennie, la révision taxonomique deétaillée du genre Pseudomonas
basée sur le séquengage du géne codant I’ARNr 16S, est entreprise par Anzai et al.,
(2000).

L'analyse des séquences de 128 espéces de Pseudomonas (certaines sont des souches
de références), a montré que 57 seulement appartenaient aux groupe des Pseudomonas
sensu stricto; la comparaison de 1073 nucléotides les a subdivisees en 7 classes :

Le groupe des P. syringae.

Le groupe des P. chlororaphis.

Le groupe des P. fluorescens.

Le groupe des P. putida.

Le groupe des P. stutzeri.

Le groupe des P. aeruginosa.
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Le groupe des P. pertucinogena.

Depuis 1’an 2000, de nombreuses espéces mal classées telles que P. aureofaciens et P.
aurantiaca sont désormais des sous espéces du groupe P. chlororaphis (Peix et al.,
2007), qui compte actuellement trois sous espéces: P. chlororaphis subsp.
chlororaphis subsp. nov.; Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca subsp. nov.,
comb. nov. et P. chlororaphis subsp. aureofaciens subsp. nov., comb. nov. (Peix et al.,
2007).

6.2.1.2.2. Classification contemporaine

L’édition actuelle du Bergey’s compte de nombreuses méthodes utilisées dans la
classification d Pseudomonas, incluant la sensibilité a certains composés, les
caractéristiques génétiques et écologiques, le pouvoir pathogéne et la structure
antigenique ((Palleroni, 2008 ; Peix et al., 2009).

6.2.1.2.2.1. Caractéristiques phenotypiques

L'étude des caractéristiques phénotypiques est basée sur I'étude de la forme cellulaire,
le type de flagelle, 1’utilisation des sources de carbones tel que : les acides organiques,
les polyols, les acides amines, la croissance dans des conditions de culture variables, la
synthése d’exo-enzymes et la production d’antibiotiques (Palleroni, 2008).

6.2.1.2.2.2. Etudes chémo-taxonomiques

Parmi les caractéristiques utilisées dans la taxonomie des Pseudomonas, I’utilité¢ des
études chimio-taxonomiques est prouvée dans la reclassification des especes (Peix et
al., 2009). En outre, la présence de certains lipides polaires telles que le phosphatidyl-
glycerol, diphosphatidyl-glycerol et la phosphatidyl-éthanolamine (Camara et al.,
2007), les ARN stable (5S rRNA et tRNA) de faible poids moléculaire (Hofle, 1990),
les quinones et d’autres marqueurs sont utilisés dans la reclassification de certains
genres de Pseudomonas (Kampfer et al., 2008). Auling et al ., (1991) ont contribué a
la différentiation des espéces de ce groupe par I'étude de la composition en polyamine
chez les Protéobacteria. Par ailleurs, Janse et al., (1992), ont analysé les acides gras
d’une collection de phytopathogeénes opportunistes, pour la clarification de la position
taxonomique de souches de P. marginalis incluses dans le groupe de P. fluorescens.
Jean-Marie Meyer et ces collaborateurs (2002), ont mis en évidence la production

des sidérophores chez les Pseudomonas spp. fluorescents et non fluorescents.
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L'approche taxonomique, basée essentiellement sur la caractérisation isoélectro
phorétique des sidérophores, de pyoverdine et la détermination de la spécificité des
pyoverdines des souches productrices a permis la caractérisation des espéces de
Pseudomonas par la mise en évidence de la production de la pyoverdines spécifiques
aux espéces (Meyer et al., (2002, 2007). Delorme et al., (2002) et Ramette et al.,
(2011)).

Le pouvoir de résolution et 1’exactitude de cette nouvelle technique taxonomique est
améliorée par la détermination de la masse moléculaire des pyoverdines par
spectroscopie de masse (Meyer et al., 2008). Actuellement, les techniques modernes
d’analyse de biomolécules sont appliquées dans la taxonomie des Pseudomonas. En
effet, I’empreinte génétique par spectroscopie a fluorescence (spectres d’émission de
fuorophores intrinseques: NADH, tryptophane et un complexe d’acides aminés
aromatiques et d’acides nucléiques), a permis une discrimination entre les genres
Pseudomonas, Burkholderia, Xanthomonas ou Stenotrophomonas avec une grande
sensibilité. Malgré la pertinence de ces approches chimio-taxonomique avec les études
phénotypiques et écologiques, le séquencage des génes a permis des avancées
majeures dans la taxonomie de Pseudomonas.

6.2.1.2.2.3. Caractérisations génétiques

Les genes ribosomaux sont présents chez tous les organismes, possedent la méme
fonction vitale : la synthése protéique. Ces caractéristiques n’ont fait que les ribosomes
d’excellents candidats d’études pour les taxonomistes. En effet ces molécules
possédent un niveau d’évolution assez €élevé pour assurer une variabilité entre les
différentes especes ; mais avec un degré de conservation suffisant pour assurer que ces
différences correspondent a des catégories taxonomiques stables comme les genres et
les especes. Parmi tous les ARN ribosomaux seul le gene ARNr16S remplis ces deux
caractéristiques, le gene ARNr23S est extrémement conservé alors que le gene
ARNT5S est trop petit (Peix et al., 2009). A cet effet, le gene ARNr16S est devenu la
molécule clé de la classification des procaryotes (Anzai et al., 2000 ; Palleroni,
2008).

Parfois, 1’analyse du géne ARNr16S est insuffisante dans la différenciation entre des

espéces trés proche. D’autres génes ayant démontré leur importance dans la
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différenciation entre les especes sont analysées. Ces génes nommés genes de ménage :
recA (recombinase A), rpoD (facteur 670 de I’ARN polymérase), gyrB (sous unité f3
de ’ADN gyrase), rpoB (sous unit¢ B de I’ARN polymérase), ont permis la
différentiation des especes de Pseudomonas (Hilario et al., 2004).

En effet, la discrimination entre des especes tres proches de Pseudomonas est obtenue
par I’analyse du géne rpoB. L’arbre phylogénétique obtenue avec ce gene donne une
résolution 3 fois plus importante que celui obtenu avec le gene ARNr16S (Ait-Tayeb
et al., 2005). Pourtant le gene ARNr16S a permis la différenciation des sous espéces
de P. chlororaphis (Peix et al., 2007).

Cependant, ’analyse des génes de ménage n’est pas communément utilisée dans la
description des especes de Pseudomonas. Et seulement, la description des genes rpoD,
gyrB, rpoB est incluse dans des descriptions récentes de Pseudomonas :P. xiamenensis
(Lai et Shao, 2008), chez 107 espéces de réeférence de Pseudomonas (Mulet et al.,
2010), et chez P. syringae, P. fluorescens et P. chlororaphis (Ramette et al., 2011).
Un autre marqueur phylogénétique des ITS (intergenic spacer), région située entre
ADNr 16S-23S est utilisé dans les études taxonomiques. Cette séquence présente une
grande variabilité tant du point de vue taille que séquence, permettent ainsi une
distinction entre des espéces tres proches (Gurtler et Stanisich, 1996).

Des protocoles spécifiques utilisant des amorces universelles, sont désigné pour
I'analyse de cette séquence chez les Pseudomonas environnementaux (Locatelli et al.,
2002). Une meéthode prometteuse pour I’identification des microorganismes a permis
I'analyse de 300 échantillons en une seule fois est le MALDI-TOF-MS (matrix-
assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry), par 1’analyse des
protéines ribosomiques (Pineda et al., 2003).

6.3 Taxonomie du genre Enterobacter

Selon le manuel de Bergy’s, le genre Enterobacter proposé par Hormaeche et Edward
en 1960 appartient a la famille des Enterobacteriaceae, a 1’ordre Enterobacteriales, a la
classe Gamma Proteobacteria, au phylum Proteobacteria, et au domaine des Bacteria
(Grimont et Grimont, 2002). Jusqu'a 1963, ce genre est composé de deux especes :
Enterobacter aerogenes (Décrite par Escherich en 1885) et I’espece type

Enterobacter cloacae. Vers la fin du 20°™ siécle, un total de 15 espéces appartenant au
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genre Enterobacter : Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterobacter
dissolvens et Enterobacter asburiae, Enterobacter hormaechei, Enterobacter kobei,
Enterobacter nimipressuralis, Enterobacter amnigenus, Enterobacter cancerogenus,
Enterobacter taylorae,, Enterobacter gergoviae, Enterobacter pyrinus, Enterobacter
agglomerans, Enterobacter sakazakii et Enterobacter intermedius (Grimont et
Grimont, 2006). Les études taxonomiques basées sur 1’hybridation ADN-ADN, ont
mené au transfert de trois especes d'Enterobacter aux genres alternatifs (Enterobacter
intermedius = Kluyvera intermédia (Pavan et al., 2005), Enterobacter agglomerans =
Pantoea agglomerans, Enterobacter sakazakii = Cronobacter spp.) (Lehner, 2011)
Pendant la derniére décennie, 17 nouvelles especes sont introduites dans ce genre :
Enterobacter cowanii (Inoue et al., 2000), Enterobacter ludwigii (Hoffmann et al.,
2005), Enterobacter pulveris (Stephan et al.,, 2008), Enterobacter turicensis,
Enterobacter helveticus (Stephan et al., 2007), Enterobacter oryzae (Peng et al.,
2009), Enterobacter radicincitans (Kampfer et al., 2005), Enterobacter arachidis
(Madhaiyan et al., 2010), Enterobacter massiliensis (Lagier et al., 2013),
Enterobacter mori (Zhu et al., 2011), Enterobacter siamensis (Khunthongpan et al.,
2013), Enterobacter oryziphilus et Enterobacter oryzendophyticus (Hardoim et al.,
2013), Enterobacter sacchari (Zhu et al., 2013), Enterobacter xiangfangensis (Gu et
al., 2014), Enterobacter tabaci (Duan et al., 2015), Enterobacter muelleri (Kampfer
et al., 2008).

L'étude de génotypique du hsp60-et rpoB, danalyse MLSA et dhybridation
génomique comparative (CGH) a montré que le genre d'Enterobacter comporte
actuellement 29 espéces : Enterobacter dissolvens, Enterobacter asburiae,
Enterobacter hormaechei, Enterobacter kobei, Enterobacter ludwigii et Enterobacter
nimipressuralis étroitement liées a Enterobacter cloacae (Lehner, 2011).

6.3.1 Habitat

Les espéces du genre Enterobacter sont souvent rencontrées dans l'environnement
naturel tel que le sol, I'eau et la végétation, également dans une vaste gamme de
produits alimentaires (viandes, poissons, ceufs, produits laitiers, grains et noix, pates et

confiseries) (Lehner, 2011).
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6.3.2 Caracteres bactériologiques

Les espéces du genre Enterobacter sont des bacilles droits a Gram négatif, de 0,6-1,0
um de diameétre sur 1,2-3,0 um de longueur, se présentent de maniére isolée, groupée,
ou en courtes chainettes ; mobiles par des flagelles péritriches (généralement de 4-6) et
asporogénes. Le pourcentage de GC % de leur ADN est de l'ordre de (52-60 %).
Approximativement 80 % des souches d’Enterobacter aerogenes isolées sont
entourées par une capsule, (Grimont et Grimont, 2002 ; Lehner, 2011).

L'isolement d’Enterobacter spp. s'effectue sur les milieux de cultures tels que
Drigalski, éosine bleu de méthylene, MacConkey et Hektoen et se développent dans
des conditions aéro-anaérofacultatives a des températures de (30, 37°C), forment de
colonies rondes, de 2-3 mm de diamétre, legérement irisées ou mates, séches ou
mucoides et avec des contours irréguliers. Des virements de couleur sur le milieu de
culture sont observés lors de la fermentation du lactose chez 80% des souches
(Lehner, 2011). Les espéces de ce genre présentent les mémes caracteres
biochimiques généraux des entérobactéries telles que la fermentation du glucose avec
la production d'acide et de gaz, coloration négative avec rouge méthyle, oxydase

négative, catalase positive et VVoges-Proskauer positive.
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MATERIELS ET METHODES

1. Isolement et criblage de souches bactériennes dégradatrices du polyéthyléne

a basse densité

1.1 Echantillonnage
Des échantillons de sol sont prélevés dans des conditions d’asepsie a partir d’une profondeur
de 10 cmdes trois différentes stations de décharge publique riches en déchets plastiques a la
wilaya de Tlemcen (Algérie). Le premier échantillon est prélevé partir de la station de
décharge de Nedroma (Figure 10), le deuxieme de la nouvelle décharge de Tlemcen
(Figure 11) et le troisiéme de I’ancienne décharge de Tlemcen ville (Figure 12). Les

échantillons sont récoltés dans des pots stériles étiquetés et transportés directement au

laboratoire.

Figure 10 : Présentation de I’origine des prélévements effectués a partir de la

décharge publique de Nedroma.
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Figure 11 : Présentation de I’origine des prélévements effectués a partir de la

nouvelle décharge publique de Tlemcen.
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Figure 12 : Présentation de I’origine des prélévements effectués a partir de

I’ancienne décharge publique de Tlemcen.
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1.2 Enrichissement

Une pesée de vingt-cing gramme de sol (25 g) prélevée aprés leur séchage a une
température ambiante (25°C) pendant 2 heures, est inoculé dans un volume de 225 ml
d’eau physiologique stérile, homogénéisé a l'aide d'un vortex et laissé reposer pendant
30 min. Les surnageant sont recueillis dans des flacons stériles, et des dilutions
décimales (101-10%) sont préparées a partir de la solution mére.

Ensuite, un volume de 100 ul de chaque dilution décimale est ensemencé dans des
boites de Pétri, contenant le milieu de culture minéral gelosé (Annexe 01), additionné
d'une pesée d'un gramme de la poudre de polyéthyléne (1g du PE) comme seule source
de carbone, incubé a une température de 30 °C pendant 10 jours (Tribedi et al., 2013).
Des repiquages successives sont effectuées sur milieu de culture gélosé (Annexe 01)

pour purification des colonies isolées, selectionnées dégradatrices de polyéthyléne.

2. Test de biodégradation du polyéthylene a basse densité

La mise en évidence de la dégradation de polyéthylene a basse densite est procedé par
la fragmentation des films de polyéthyléne en petits morceaux d'une dimension de 3
cm, séchées pendant24 heures a une température de 60°C, désinfectées dans de
I'éthanol a une concentration de 70%, pendant 30 minutes et introduites dans des
flacons stériles, contenant un volume de 40 ml de milieu de culture minéral liquide
(Annexe 01).

Les flacons stériles sont inoculés avec un volume de 2 ml d’une pré-culture
bactérienne jeune préalablement cultivé dans un bouillon nutritif. La biomasse
bactérienne est ensuite récupérée par microcentrifugation a une vitesse de 1000 rpm,
lavée avec un milieu de culture minéral (Sivan et al., 2006).

Le test de la biodégradation du polyéthylene a basse densité est effectué lors de
I'incubation a une température de 30°C avec agitation a une vitesse a 120 rpm pendant

des intervalles de temps de (30, 90, et 120 jours) respectivement.

34



MATERIELS ET METHODES

Mesure de la perte de masse

La mesure de perte de masse du poids du LDPE apres incubation le biofilm bactérien
est retiré de la surface par incubation des échantillons dans des flacons contenant 2%
(v/v) de solution aqueuse solution de dodécyl sulfate de sodium (SDS) pendant 4 h. Ce
détergent s’est avéré efficace pour éliminer les résidus du biofilm. Les échantillons du
LDPE sont collectées sur un papier filtre, rincées a I’eau distillée et ensuite séché une

nuit a 60°C avant d'étre finalement pesé (Bhone et al., 2012).

2.1 Conservation des souches dégradant le PEBD

Conservation courte durée

La conservation a court terme est effectuée lors de I'inoculation des souches isolées,
sélectionnees degradatrices de PEBD dans des tubes a essai, contenant de la gélose
nutritive et l'incubation a une température 30°C pendant 24 heures. Les cultures
obtenues sont maintenues a une température 4°C et le renouvellement des souches est
effectué par des repiquages successifs dans un intervalle de temps de 6 semaines.
Conservation longue durée

A partir des cultures jeunes de 24h (milieu liquide), les cellules sont récupérées par
centrifugation a 1000 tours par minute pendant 10 min. Une fois le surnageant est
éliminé le milieu de culture de conservation est ajouté sur le culot. Ce milieu contient
70% du BHIB et 30% de glycérol. Les cultures sont conservées en suspension dense et

en tubes éppendorfs a une température de -20 °C.

3. Optimisation des parameétres de croissance

L’influence de la concentration en NaCl, de la température et du pH sur la croissance
est déterminée en variant un des parametres alors que les deux autres sont maintenus
constants. La croissance était suivie durant 24h et la densité optique était mesurée a

une longueur d’onde de 590 nm.
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3.1 Influence de la concentration en NaCl

L’effet de la concentration en NaCl sur la croissance des souches est évalue selon la
méthode décrite par Joshi et al. (2008). Les souches sont ensemencées dans le milieu
minéral, ajusté a une valeur de pH 7,0 en présence de différentes concentrations en
NaCl (0, 1, 2, 4,6, 8, 8.5 9%), incubées a une température de 30°C.

3.2 Effet du pH

L’influence du pH sur la croissance a est explorée lors de I'inoculation des souches
isolées, sélectionnées dégradatrices de PEBD dans le milieu minéral, ajusté a des
valeurs de pH (4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 et 11.0), incubées & une température de
30°C.

3.3 Température optimale de croissance

L’influence de la température sur la croissance est explorée lors de I'inoculation des
souches isolées, sélectionnees dégradatrices de PE dans le milieu minéral, ajusté a une
valeur de pH 7,0, et l'incubation a différentes températures (20, 28, 30, 37, 40, 45, 50,
55°C).

3.4 Effet du CuSossur P’activité de la biodégradation du PEBD

L’influence du Cuivre sur la biodégradation du PEBD, est explorée lors de
I'inoculation des souches isolées, sélectionnees dégradatrices de PE dans le milieu
minéral additionné & 50uM du CuSos, avec agitation a une vitesse a 120 rpm, et

incubées a la température convenable durant 30jours (Miriam et al., 2013).

4. ldentification des souches isolées

4.1 ldentification phénotypique

4.1.1 Examen macroscopique des colonies
L’¢étude des caracteres visibles a I’ceil nus sont : forme, taille, couleur et aspect

(visqueuse).
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4.1.2 Examen microscopique

Observation a I’état frais

La mobilité des bactéries est étudiée par observation microscopique a 1’état frais sur
cultures en phase de croissance dans une goutte d’eau distillée stérile entre lame et
lamelle, et confirmée par repiquage sur milieu spécifique : mannitol-mobilité.
Coloration de Gram

L’examen microscopique permet de faire une étude morphologique des cellules (Taille des
cellules, la forme, mode de regroupement, et la quantité approximative des colonies par
champ microscopique), et de distinguer deux grands groupes bactériens : les bactéries a Gram
négatives qui se colorent en rose et les bactéries a Gram positives qui apparaissent violettes.
(Guiraud, 1998).

4.1.3 Tests biochimiques et physiologiques

4.1.3.1Mise en évidence des enzymes respiratoires

4.1.3.1.1 Test de la catalase

La catalase est une enzyme qui dégrade I’eau oxygénée en eau et en oxygéne moléculaire

selon la réaction suivante :

2H,0, — 2H,0+ O,
Le test se révele en déposant sur une lame en verre propre, une colonie bactérienne en
présence de H,O, a 10 volumes. Une réaction positive se traduit par I’apparition de bulles,

suite au dégagement gazeux d’oxygene (Lévy et al., 1992).

4.1.3.1.2 Test de I’oxydase
L’oxydase est recherchée sur papier filtre selon la technique de Kovacs (1956) : une
colonie est étalée sur un disque imprégné de diméthyl-p-phényléne diamine

préalablement trempé dans de 1’eau distillée stérile. Une réaction positive se traduit par
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’apparition d’une couleur rouge violacée au bout de 10 secondes ; la réaction est

tardive entre 10 et 60 secondes, et elle est négative apres 60 secondes.

4.1.3.1.3 Type respiratoire

La détermination du type respiratoire s’effectue sur la gélose viande foie semi-solide a 0,6%
avec une valeur de pH de 7,6. Le milieu est régénéré au bain-marie, refroidi a une température
de 45°C, coulé dans des tubes a essai stériles. Les tubes sont ensuite inoculés a 1’aide d’une
pipette boutonnée et incubés a une température 30°C pendant 24 heures (Figure 13)
(Prescott, 2002).

I R R —

Culture en surface { “gﬂl"
} Micro-aérophile

Aérobie facultatif { Anaérobie aéro-tolérant

=,
b el

Anaérobie strict

ater N

N
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Figure 13 : Détermination du type respiratoire (Prescott, 2002).

4.1.3.1.4 Mannitol mobilité

La mise en évidence de la dégradation du mannitol et la mobilité des bactéries isolées,
sélectionnées dégradatrices de PEBD est effectuée lors de leur ensemencement par
piqtre centrale jusqu’au fond des tubes a 1’aide d’une pipette Pasteur et I’incubation a
une température de 30°C pendant 24 heures. La fermentation du mannitol se manifeste
par un virage de la couleur du milieu de culture au jaune et la mobilité des bactéries

par leur diffusion toute au long de la ligne d’ensemencement (Gerhardt et al., 1994).
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4.1.3.1.5 Le test de Citrate de SIMMONS

La mise en évidence de I’utilisation du citrate de Simmons comme source de carbone
est effectuée lors de I’inoculation des bactéries isolées, sélectionnées dégradatrices de
PEBD sur le milieu de culture de citrate de Simmons et I’incubation a une température
de 30°C pendant 24 heures. La lecture positive se manifeste par le bleuissement de la

couleur du milieu de culture lors de la décarboxylation oxydative.

4.1.3.2 ldentification par la galerie API120E

La mise en évidence des tests biochimiques suivants tels que la recherche de la B-
galactosidase (ONPG), de [1’ornithine décarboxylase (ODC), de la lysine
décarboxylase (LDC) et de [D’arginine dihydrolase (ADH), production d’H2S,
utilisation du citrate, production d’indole et réaction de Voges-Proskauer, liquéfaction
de la geélatine et la dégradation des sucres est effectués par I’utilisation de la galerie
APl 20E. La galerie APl 20E (Figure 14) comporte 20 microtubes contenant des
substrats deshydrateés. Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne,
incubées a une température de 30°C pendant 24 heures, dont la lecture et
I’interprétation des resultats obtenus sont effectuées a 1’aide d’un catalogue analytique
et des matrices d’identification, en utilisant le tableur Excel. La base de données est
fournie sous forme d’un tableau (Annexe 02) donnant, pour chaque taxon et pour

chaque caractére, sa probabilité d’étre positif (Annexe 03) (Joffin et Leyral, 2006).
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Figure 14 : Aspect de la galerie API 20 E avant I’inoculation par les souches sélectionnées.
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4.2 ldentification génotypique

4.2.1 Extraction d’ADN

L’extraction d’ADN génomique des bactéries isolées, sélectionnées dégradatrices de
polyéthylene a basse densité, inoculées sur milieu de culture liquide LB, incubées a
30°C avec agitation de 120 rmp, pendant 24 h est réalisée selon la méthode décrite par
Samrook et Russel (2001) avec quelques modifications. Cette technique consiste a
introduire une suspension bactérienne d’un volume de 1,5 ml dans des Eppendorfs
stériles. La biomasse bactérienne est récupérée par centrifugation a une vitesse 5000
rpm (4100g) pendant 10 minutes tandis que les surnageant ont été éliminés. Par la
suite, le culot est remis en suspension dans 200 pl de tampon de lyse (200 pl de triton
200%, 1000 pl de SDS 1%, 200 pl de NaOH a 100 mM, 100 pl de Tris a 10 Mm, 20 pl
dEDTA,et 6,68 ml de H20), et 0,3 g de billes en verre sont ajoutées dans les tubes
contenant les cellules et le tampon de lyse pour éclater la paroi des bactéries a gram
positive. Ensuite, un volume de 200 ul de phénol: chloroforme: alcool isoamylique est
ajouté et homogeénéise a lI'aide d'un Vortex, puis centrifugé pendant 5 min a 13000 rpm
pendant 4 °C. La phase aqueuse est transférée dans un nouveau tube Eppendorf de 2
ml.

Ensuite, la solution est centrifugée a 13000 rpm pendant 5 min a 4 °C. L'ADN obtenu
est précipité a I’aide d’un volume de 1 ml d'éthanol a une concentration de 70% (-20
° C), et centrifugé a 13000 rpm pendant 5 min a 4°C, le surnageant est ensuite eliming,
I’ADN est séché a l'air pendant 10 mn, et le culot est resuspendu dans un volume de 50

pl d’eau distillée stérile, conservé a température de 4°C.

4.2.2 Dosage de ’ADN au Nanodrop

Lors des différentes extractions effectuées, les quantités d’ADN purifiées sont
vérifiées par la technologie NanoDrop (Thermo Fisher ScientificNanoDrop™ 1000
Spectrophotometer) et quantifiées la concentration de I’ADN recueillie lors de
I’extraction. L’appareil permet la réalisation d’un dosage spectrophotométrique en

utilisant une faible quantité d’ADN.
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Cette technique consiste le dépot d’un volume de 1ul de I’ADN sur la cellule de
I’appareil, renfermant un systéme d’aimant, permettant la formation d’une colonne de
liquide entre les deux surfaces et la lecture permettant la mesure du spectre. Toutes les
mesures effectuées sont enregistrées en temps réel dans un ordinateur. L’absorbance
de I’acide nucléique est mesurée a une longueur d’onde de 260 nm, les protéines a 280
nm et les composés organiques tels que le phénol a 230 nm. Les rapports
260nm/280mm et 260nm/230nm donnent le degré de pureté d’ADN et de phénol
respectivement (Prieur et al., 2004; Michoud, 2014 ).

4.2.3 Amplifications PCR
Les amplifications PCR sont réalisées a I'aide un thermocycleur Mastercycler Nexus
Eppendorf. Les amorces fD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG(20) et rD1
AAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC (23) sont utilisées. L'amplification d’ADN est
réalisée avec la Taqg ADN polymérase. Le mix réactionnel est composé des solutions
suivantes: 1 ul d’ADN matrice, 2,5 ul de Tampon 10X « Incubation mix
Tagpolymerasewith MgCl. », 0,5 pl de mix de dNTP (10 mM), 1 ul de chacune des
amorces (10 uM) et de 1’eau ultra-pure (gsp 25 pl). Apres avoir placé les tubes dans
un thermocycleur, I’amplification est programmée comme suit :

v’ Dénaturation initial : 95 °C pendant 2 minutes— 1cycle
Dénaturation : 94 °C pendant 40 sec
Hybridation : 56 °C pendant 45 sec 35 cycles
Elongation : 72 °C pendant 1 minute
Elongation finale : 72 °C pendant 8 minutes—— 1 cycle.
Fin:10°C

NS N NN

4.2.4 Electrophorése sur gel d’agarose

Afin de vérifier la présence d’ADN, les produits de PCR obtenus sont ensuite séparés
par électrophoreése horizontale (35 min, 90V et 300 mA) sur gel d’agarose 1% et
révélés dans un bain de tampon TAE 1X (tris 4,8 ¢/l, acétate de sodium 0,41 g/l,
EDTA 0,34 g/l, eau distillee gsp 1 I) au BET (1,5 mg/l). Le BET introduit

précédemment dans le gel permet la visualisation de la migration lors de leur
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intercalation entre les bases de I’ADN et leur fluorescence sous 1’effet de 1’excitation
avec les rayons ultra-violettes. La révélation des gels est réalisée a I’aide d’un
transluminateur, qui permet la visualisation de la taille des amplicons. Par ailleurs, des

contrbles négatifs sont réalisés avec de I’eau distillée.

4.2.5 Purification de ’ADN

Un volume de 10 ul d’une solution digestive du gel d'agarose est ajouté au fragment
d'’ADN separé par électrophorése sur gel d'agarose, transferé dans un Eppenporf
stérile, incubé a une température de (50-65°C) jusqu'a la dissolution du gel. La
solution est ensuite transférée dans un Eppendorf, incubée a tempeérature ambiante
pendant une minute, centrifugée a une vitesse de 16000 rpm pendant une minute. Des
lavages successifs sont procédes par l'ajout d'un volume de 700 pl d’une solution de
I’éthanol, centrifugee a une vitesse de 16000 rpm pendant une minute. Les microtubes
d'Eppendorfs contenant la solution sont ouverts pendant une minute, afin d'assurer
I'évaporation de 1’éthanol. Ensuite, un volume de 50 ul d’une solution de la nucléase
est ajouté a la solution d'’ADN, incubé a une température ambiante pendant une
minute, centrifugé a une vitesse de 16000 rpm pendant une minute, conservé a une

température 4°C ou -20°C.

4.2.6 Séquencage

Les produits de PCR sont envoyés a la société EurofinsGenomics avec les amorces (10
HUM) correspondantes pour séquencage par la méthode de Sanger. La réaction de
séquencage se faite en présence de plusieurs réactifs : les fragments d’ADN amplifiés
par la PCR, une amorce, ’ADN polymérase, les quatre nucléotides (A, T, C, G)
(dNTP) et didesoxyribonucléotide (ddNTP). Dans un premier temps le mélange est
chauffé pour que les deux brins d’ADN se séparent. Lorsque la température descend
I’amorce s’hybride sur sa séquence complémentaire. L’ADN polymérase est fixé a
I’extrémité 3’OH de D’amorce pour synthétiser le brin d’ADN en intégrant les
nucléotides complémentaires. Aléatoirement un didesoxyribonucléotide est incorporé

et provoque l'arrét de synthése.
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L’échantillon contenant plusieurs millions de fragment d’ADN, ce qui permet
I'obtention d'une séquence complete. Par la suite les produits de réaction de
séquencage sont passés par un gel capillaire traversé par un courant électrique.
Pendant la migration, les fragments sont migrés en fonction de leurs tailles, du plus
court au plus long, et captés par un laser. Chaque type de ddNTP est émet une lumiere
a une longueur d’ondes caractéristique est enregistré dans un logiciel. Apres
traitement, un électrophorégramme permet de visualiser les pics de couleurs
correspondant a une lettre de la séquence (A, T, C, G) et de reconstituer la séquence

complete.

4.2.7 Analyse des séquences

Les séquences de génes des ARNr 16S, amplifiées par la technique de la PCR,
obtenues sont soumises a une recherche des degrés d’homologies de séquences par
I'utilisation du programme BLAST (Basic Local Alignement Search Tool), disponible
sur le site NCBI (National Center for Biotechnology Information) et la base de donnée
EZBiocould pour rechercher les séquences les plus proches déposées dans GenBank.
Les alignements de sequences sont réalises a l'aide du logiciel CLUSTAL W 1.8
(Thompson et al., 1994).

L’analyse phylogénétique se repose sur des hypotheses de la nature de I’évolution des
génes, modélisés par [l'utilisation des méthodes mathématiques et 1’analyse
phylogénétique, désormais realisable grace a un ensemble de programmes
informatiques MEGA.6. L’arbre phylogénétique est construit avec la methode du
Neighbor-Joining (NJ), basée essentiellement sur le nombre moyen de substitutions
nucléotidiques entre des séquences prises deux a deux (Saitou et Nei, 1987). Les
corrections sont effectuées par Nucleotide Maximum Composite Likelihood qui tient
compte des transitions et des transversions. Les niveaux de confiance de la topologie
des arbres phylogénétiques obtenus par la méthode de Neighbor-Joining (MEGA .6)
sont estimés par la méthode des analyses de rééchantillonnage « bootstraping » des

données avec 1000 réplications.
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1. Isolement et criblage des bactéries dégradatrices du polyéthylene a basse
densité

La collecte des échantillons a été réalisée a partir de trois sites de décharges publiques
a la Wilaya de Tlemcen, ou le totale des sacs en plastique s'accumulent qui se traduit
finalement par une énorme pile de déchets. Ce stock devient le lieu de reproduction
d’une flore microbienne puissante.

L’isolement des souches bactériennes productrices d'enzymes capables de dégrader le
polyéthylene a basse densité a été effectué a partir de trois échantillons prélevés au
niveau de différents sites des décharges publiques.

La culture bactérienne a été réalisée sur un milieu minéral gélosé contenant du PEBD
(0.1%); comme seul source de carbone. La croissance a été remarquée a partir de 4 a
5 jours d'incubation. Une zone opaque a éte observée autour de la colonie. Apres 10-30
jours ; une zone transparente claire a été formee, le diametre de la zone varie de 2 a 5
mm (Figure 15). Cette méme constations a été observée lors des travaux de Pramila
et Vijaya (2011) menés sur d’autres microorganismes prélevées a partir des sites de
décharge de Pallikaranai, Chennai (Inde). Selon Deepika et Jaya (2015) cette
observation témoigne la dégradation du polyethylene a basse densité

A la lumiére de cette observation qui représente un criblage primaire, 29 souches
dotées productrices d’enzyme capable de dégrader le PEBD ont éte sélectionnées. Une
sélection sur la base du morphotype et de I’aspect microscopique a été faite, retenant
ainsi que les souches différentes. 11 souches ont été maintenues a la base de ces deux
criteres pour le test de dégradation du PEBD. De ce fait, le phénotype de ces souches
sera décrit, et qui sera couplée a une analyse génotypique. L’ensemble constituera une

approche polyphasique d’intérét (Stackebrandt et al., 2002).
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Figure 15: Présentation de la zone d’hydrolyse formée, chez les souches,

inoculées sur le milieu minérale + PEBD, incubée a une

température de 30°C pendant 48 heures.
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2. Test de biodégradation du PEPD

L'utilisation de la méthode décrite par Sivan et al (2006), basée sur la mesure
de la perte de la masse du PEBD pour I'évaluation de la dégradation du PEBD chez les
souches isolées, inoculées dans un milieu de culture minérale, complété par les films
PEBD incubées a une température de 30 ° C avec agitation a une vitesse de 120 rpm
pendant des intervalles de temps de (30, 90, et 120 jours), a permis 1’obtention des
résultats présentés dans le Tableau 6.

Le pourcentage de perte de masse est calculé par 1’équation suivante :

Weight loss (%6) = (Initial weight - Final weight) X 100
Initial weight

D’aprées les résultats obtenus, il existe une variabilité de la perte de masse du
PEBD d’une souche a autre avec un pourcentage allant de 0% a 3.59% .Cela confirme
que toutes les souches sélectionnées dégradent le PEBD. Le tableau 6 révéle que la
souche MLO18 est la plus active (3.59% de degradation pendant 120 jours), suivi des
souches ML001, ML007, ML0O08, ML014, ML020 et ML029 avec un pourcentage de
dégradation estimé a 2.56%. Le reste des souches étaient actives sur le PEBD mais
avec un pourcentage faible comparé aux autres souches.

Ce pourcentage de dégradation observeé dans notre étude reste moyen comparé
aux taux de perte estimeé par Sivan et al. (2006), ou ils ont rapporté un pourcentage de
7,5% pendant une incubation prolongée (8 semaines) avec la souche Rhodococcus

ruber.
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Tableau 6 : Présentation des résultats du test de biodégradation du PEBD

en mesurant la perte de la masse (mg)

Souches 30 jours 90jours 120jours

Témoin 130 130 130 130 130 130 130 130 130

ML002 129 130 130 129 128 128 128 128 128

MLOO7 129 129 130 128 128 127 127 127 127

MLO14 130 127 130 130 128 128 127 127 127

MLO18 128 128 128 126 127 126 126 125 125

MLO022 129 130 128 128 127 130 128 127 129
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3. Caractérisation physiologique
3.1 Effet de la température sur ’activité de la biodégradation du PEBD

L’évaluation de ’effet de la température sur la biodégradation du PEBD chez
les 11 souches performante a été mise en évidence. Les souches sélectionnées sont
inoculées dans un milieu minéral, avec agitation a une vitesse a 120 rpm, incubées a
différentes températures pendant 30jours. La densité optique a été mesurée a une
longueur d’onde de 590nm.

Sur la base des résultats obtenus, I’influence de la température sur la
biodégradation du PEBD des souches les plus performantes est illustrée dans la
figure 16, les optima de température ont pu été determinés chez les onze souches. En
se basant sur les resultats du tableau 6, les souches les plus performantes ML0OO7,
MLO08, ML018, ML029 et ML014 avaient un optimum de dégradation a 37 °C ou a
30°C selon les souches.

En revanche la souche ML020, considérée comme une des souches les plus
performantes avait un optimum de 40°C, méme température a été enregistrée pour la

souche MLO15. La souche MLO01 présentait une tempeérature optimale de 28°C.
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Figures 16: Effet de la température sur la croissance des souches (ML001. ML002.ML006.ML007.ML008. ML014, ML015. ML018. ML020.

ML022. ML029) lors de la dégradation du PEBD, inoculée dans un milieu minéral, incubée a une température de 37°C pendant 24h.
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3.2 Effet du Ph sur Pactivité de la biodégradation du PEBD

Afin d’étudier ’influence du pH sur la biodégradation du PEBD, les souches
sélectionnées sont inoculées dans un milieu minéral, avec agitation a une vitesse a 120
rpm, a différentes valeurs de pH (5; 6; 7; 8; 9; 10;11) et incubées a 37°C durant 24h..
Les résultats obtenus ont montré que les 11 souches ont manifestés une dégradation
maximale dans I’intervalle de pH entre 6 & 9. Les résultats obtenus confirment que la
valeur du pH affecte considérablement la production d’enzyme de dégradation du

PEBD et varie d’une souche a une autre (Figures 17).
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Figures 17: L’Impact du pH sur la croissance des souches (ML0O0O1. ML002.ML006.ML007.MLO08. ML014, ML015. ML018. MLO020.

MLO022. ML029) lors de la dégradation du PEBD, inoculée dans un milieu minéral, incubée a une température de 37°C pendant 30 jours.
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3.3 Effet de la concentration du NaCl sur ’activité de la biodégradation du
PEBD

L’¢évaluation de D’effet de la concentration du NaCl sur DPactivit¢ de la
biodégradation du PEBD chez les souches sélectionnées a été mise en évidence. Les
souches sont inoculées dans un milieu minéral, avec agitation a une vitesse a 120 rpm,
incubées a différentes concentration du NaCl (1%, 2%,4%,6%,8%,8.5%,9%)
pendant 30jours. La densité optique a été mesurée a une longueur d’onde de 590nm.

Les résultats obtenus sont illustrés dans la figue (18) est montrer que les
souches selectionnées manifestaient une excellente dégradation a des concentrations
différentes selon les souches : 1% pour ML006, ML008, ML014, ML018, ML29 ; 2%
pour ML002, ML020, ML022 ; 4% pour ML0OO1 et MLOO7 et enfin 9% pour MLO15.

Le tableau 7 suivant représente les optimums de degradation du PEBD
(Température, pH, [NaCl]).
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Tableau 7: Présentation des optimums T°, pH et [NaCl] pour la biodégradation
du PEBD.

Souches Température pH [NaCl]
MLO01 28°C 7 4%
ML002 30°C 9 2%
MLO006 37°C 7 1%
MLOO7 37°C 8 4%
ML008 37°C 7 1%

30°C 8 1%
ML014
MLO015

40°C 8 9%
MLO18 37°C 9 1%
ML020 40°C 7 2%
ML022 30°C 6 2%

ML029 37°C 6 1%
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Figures 18: Influence de la concentration du NaCl(%) sur la croissance des souches (ML0OO1. ML002.ML006.ML007.ML008. ML014, ML015. MLO018.
ML020. ML022. ML029) lors de la déaradation du PEBD, inoculée dans un milieu minéral, incubée a une température de 37°C pendant 24h
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3.4 Effet du CuSossur P’activité de la biodégradation du PEBD

Afin d’étudier I’influence du Cuivre sur la biodégradation du PEBD, les souches
sélectionnées les plus performantes (MLO01, ML002, ML0O06, ML0O0O7, MLOO0S,
MLO014, MLO15, ML018, ML020, ML022, ML029) sont inoculées dans un milieu
minéral additionné & 50uM du CuSos, avec agitation a une vitesse a 120 rpm, et
incubées a la température convenable durant 30jours (Miriam et al., 2013).. Les
résultats obtenus (tableau 8) ont montré que les souches ont manifestés une
dégradation importante on comparant avec la biodégradation sans cuivre,
accompagnée avec une perte de 2.05 % de poids pendant 30 jours. Cette étude élucide
le réle d'un enzyme bactérien (laccase) dans la biodégradation du polyéthyléne. Ce
qui a éte prouve par des travaux antérieurs que la laccase est la premiere enzyme
signalée qui dégrade le polyéthyléne (Mayer et Staples, 2002). Le cuivre on ce liant a
I’enzyme laccase avec 4 sites de liaison pouvant contribuer a son oxydation
(Morozova et al., 2007). Miriam et al., (2013) ont rapporté que le cuivre pourrait
affecter l'activite des laccases et contribuer a la biodégradation des polyéthyléne.
Egalement, Palmieri et al., (2000) ont rapporté que l'ajout de CuSO, augmente
I’activité laccase de Pleurotus ostreatus jusqu'a 50 fois. Le cuivre et les enzymes de
liaison au cuivre puissent jouer un role majeur dans la biodégradation du polyéthyléne

et eventuellement d'autres polymeéres synthetiques.
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Tableau 8: Présentation des résultats de la perte de la masse du PEBD additionné au

CuSOq4
Souches 30 jours
1 2 3

Témoin 130 130 130
ML001 129 130 129
MLO002 129 129 128
MLOO06 130 129 129
MLOO7 129 129 129
MLOO08 128 129 129
MLO14 128 127 128
MLO15 129 130 129
MLO18 127 127 128
MLO020 128 129 129
ML022 129 128 128
ML029 129 128 129

4. ldentification des souches isolées

Le but de ce travail est d’isolé et d’identifi¢ a I’aide de techniques culturales et
de moléculaires, des bactéries biodégradatrices du PEBD a partir des trois décharges
public de la wilaya de Tlemcen

Cette ¢tude consiste a I'utilisation de techniques culturales d’isolements qui
semblent adéquates pour une telle approche. Un grand nombre de cultures a été réalisé
en multipliant les conditions physico-chimiques et en utilisant le PEBD a 1% comme

seul source de carbone.

4.1 ldentification phénotypique
29 colonies ont été obtenues apres une culture sur le milieu solide. 11 d’entre

elles sont été retenues pour une compléte identification Afin de déterminer la position
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taxonomique des souches sélectionnées, une analyse morphologie de ces souches a été
réalisée en premier temps suivi d'une détermination de certains de leurs caractéres

biochimiques.

4.1.1 ldentification morphologique
Examen macroscopique

L’observation macroscopique a été réalisée sur la gélose nutritive et a permis
d’établir les criteres suivants : 1’aspect, la couleur, le diamétre et le relief des colonies
(Figure 19). Le tableau 9 est un récapitulatif des caractéristiques macroscopiques des
souches isolees, selectionnées dégradatrices du PEBD.

Les colonies produites sont généralement rondes et petites. La majorité des
colonies ne sont pas sont pigmentées exception du ML018 pigmentée en orange,

MLO022 verte pigmentée en vert et la ML008 qui était la seule colonie transparente.

57



RESULTATS ET DISCUSSION

ALOD.

"y

Figure 19 : Diversité de 1’aspect macroscopique des souches isolées en présence

d’un mélange de formes, couleurs et de consistances des colonies
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Tableau 9: Illustration des caractéristiques macroscopiques des souches isolées,

sélectionnées dégradatrices du PEBD sur GN.

Souche Description

MLO01 Blanche, sec, dentelé, convexe basse
ML002 Ronde, petite, convexe en déme, Crémeuse
MLO06 Ronde, opaque, petite, bombée

MLOO07 Ronde, petite, crémeuse

MLOO8 Ronde, transparente, convexe, crémeuse
MLO14 Ronde, dentelé, bossus, sec

MLO15 Crémeuse, blanche

MLO18 Tres petite, ronde, bombée, orange
ML020 Sec

ML022 Ronde, crémeuse, verte

ML029 Petite, ronde, opaque

Examen microscopique

La coloration de Gram et I'observation microscopique des souches sélectionnées
dégradatrices du PEBD (Figure 20) a permis de constater la présence de formes
cellulaire variables (voir tableau 10) allant des formes sphériques aux
batonnets réguliers et irréguliers. Les souches ML002, ML007 et ML014 formaient
des spores apres 48 heures d’incubations. Les bacteries formant des endospores sont
bien adaptées a différents environnements ont généralement des besoins nutritionnels
simples. Par conséquent, Elles sont capables de coloniser différentes niches
oligotrophes. En ce qui concerne le Gram, il était positif pour la majorité des souches a
I’exception du MLO08, ML022 et ML020 dont le Gram était négatif.
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Tableau 10

Présentation des propriétés morphologiques lors de

I’identification préliminaire des isolats.

Isolats Mode de regroupement Gram
MLO001 batonnets isolés, droits a bout arrondis. +
MLO002 grande bacilles, sporulés +
MLO06 Petits bacilles isolés en forme de tiges +
MLOO7 bacilles en forme de batonnets, sporulés +
MLO008 bacilles en forme de batonnet _
MLO14 bacilles en forme de batonnet,sporulés +
MLO15 grande bacilles en chainette +
MLO18 Coques, groupes en amas +
MLO020 Bacilles fins, et droits, groupés en B
diplocoque.
MLO022 Bacilles fins, et droits, groupés en B
diplocoque.
ML029 Coques, groupes en amas +
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Figure 20: Coloration de Gram et observation microscopiques de quelques

souches isolées (grossissementx100).

4.1.2 Caractérisation biochimique :

La caractérisation biochimique a été faite en déterminant les enzymes
respiratoires et la plaque API 20E. Les résultats sont représentés dans le tableau 11.
4.1.3 Mise en evidence des enzymes respiratoires

Toutes les souches bactériennes sélectionnées posseédent au moins une des deux
enzymes respiratoires recherchées et sont aérobies strictes ou facultatives. 5 d’entre
elles sont oxydase et catalase positives.

Pour la mobilité, seules les souches ML018 et ML029 étaient immobiles. En
reliant I’aspect macroscopique avec la mobilité, ces deux souches sont des coques a

Gram positif.
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Tableau 11 : Présentation des propriétés biochimiques lors de I’identification

préliminaire des isolats

Souches Catalase Oxydase Type mobilité
respiratoire
MLO01 + _ Aérobie +
strict
ML002 + _ Aérobie +
strict
MLO006 + + Aérobie +
MLO0Q7 + + Aérobie +
MLO008 + _ Anaérobie +
faciltatifs
MLO014
+ + Anaérobie +
MLO15 _ Aéroanérobie +
+
MLO018 _ Aérobie _
+ strict
MLO020 + + Aéroanérobie +
MLO022 + + Aéroanérobie +
MLO029 + _ Aéroanérobie _
facultatifs

4.1.4 ldentification des souches sélectionnées par la galerie AP120E

Les autres tests biochimiques ont été réalisés en utilisant la plaque API 20 E.
Ce systeme est largement utilis¢ dans les méthodes d’identification. Des travaux
antécédents ont montré que la meilleure reproductibilité des différents tests est plut6t

réalisée avec des plaques API qu’avec les tests classiques.
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L’inoculation de la galerie API20E avec une suspension de chacune des
souches isolées et une incubation a 30C pendant 48heures , la lecture des résultats s’est
effectuée par I’observation du changement de couleur des tests (Figure2l) en
s’appuyant sur le tableau d’interprétation des galeries disponibles avec le kit (tableau
12), Il’utilisation du logiciel d’identification (Identax) a permis I’orientation de
I'identification des souches isolées vers leurs appartenance en ce qui concerne leur
famille et de connaitre les résultats concernant leurs profils biochimiques mais une
identification génotypique reste essentielle pour avoir une identification fiable des

souches isolées.

'

T b, e
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Figure 21 :L’aspect de la galeric API 20E des souches performante, incubée a

une température de 30°C pendant 48 heures.
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Tableau 12 : Illustration du profil biochimique des souches performantes par la galerie Api20E

Souches |ON | AD | LD | OD | Citr J|H2QUr | TD | Ind | VP | Gélati | Gluc | Man | Inosi | Sorbi | Rhamn | Saccha | Mélibi | Amygd | Arabin
PG|H |J]C |C Jate |S Jée |A Jole nase |ose |itole | tol tol ose rose ose aline 0se
MLO001 - - - - + + + + + + + + + + + - - + + -
ML002 - + - - + + - - + + + - - - + - + - + -
ML006 + - - - - + 1] - - - - - - - + + + + + + +
MLO0O7 - - - - + + + + + + + + + + + - - + + -
MLO08 + + - + + -l - - - + - - + - - + - + + +
ML014 - + - - + + - - + + + - - - + - + R + R
MLO15 + + - - + - - - + + + + + + + + + + + -
MLO18 + + - - + - + + - - - + + + + - - + + -
MLO020 - + + - + - + + - - - + + - - - - - - -
ML022 - + + - + - + - - - + + - - - - - - - -
ML029 + + + + - + ] + - - + + + - - - - + - + -
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recherche d’une B-galactosidase s’est avérée positive pour les souches MLO006,
MLO008, ML015, MLO018 et ML029. En ce qui concerne la recherche de la lysine
décarboxylase, 1’ornithine décarboxylase et del’arginine dihydrolase, 8 sont ADH
positive, 2 sont ODC positive et 3 sont LDC positive.

La capacité d’utiliser le citrate comme unique source de carbone et d’énergie a été
observéechez toutes les souches a I’exception de 2 souches (ML006 etML029)

Pour la production d’indole et les acides mixtes, elles ont été observée que chez
MLO001, ML002, MLO07, MLO14 et MLO15. En revanche les souches ML008 et
MLO029 produisent d’acétoine a partir de la fermentation du glucose, mais sont
déficientes en tryptophanase responsable de la production d’indole. Il a ét¢ montré que
la production d’indole joue des roles biologiques divers notamment lors la
signalisation intercellulaire (Lee et al., 2011).

Concernant la liquéfaction de la gélatine, seules quatre souches en étaient déficientes.

En recensant le bagage enzymatique de ces souches selectionnées, on peut déduire que
la souche MLO06 posséde un bagage enzymatique faible comparé avec les autres
souches. Le bagage enzymatique des microorganismes est directement influencé par la
disponibilité des nutriments dans I’environnement direct, et fait partie de 1’adaptation
de ces microorganismes a leur milieu naturel.

Pour la dégradation des sucres, selon les données du tableaul2, le glucose semble
étre la source la plus utilisable par ces souches a 1’exception de ML002, MLO006,
MLO0O8 et MLO14. Ce constat peut s’expliquer par les différentes adaptations
provoquées par les restrictions des milieux naturels. Une autre constatation a été faite
avec la souche ML022, ou seul le glucose a été assimilé. A I’instar, la souche MLO15

semblait assimiler tous les sucres a 1’exception du 1’arabinose.
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5. Identification génotypique des souches sélectionnées

A la lumiére des résultats de la caractérisation phénotypique obtenus,
I’identification de nos souches sélectionnées avec certitude au niveau genre/espece
n'étaient pas suffisantes. Il a été rapporté que les méthodes traditionnelles, y compris la
caractérisation morphologique et biochimique utilisée pour I'identification des souches

sont parfois difficiles & interpréter (Mohammad et al., 2017).

5.1 Quantification de ’ADN au Nanodrop

Aprés extraction de ’ADN, la mesure spectrophotométrique de la quantité des
rayons ultraviolets absorbés par les bases a été effectuée. L’¢lution de I’ADN est
réalisée par I’H,0. La concentration de I’ADN est mesurée a une longueur d’onde de
260 nm contre un Blanc (H,O).L’interférence par des contaminants se reconnait par
le calcul d’un ratio ce qui permet d’estimer la pureté de I’ADN. D’aprées les résultats
indiqués dans le tableau 13, le ratio A260/A280 est au voisinage de 1,8 ce qui

confirme la pureté de nos échantillons d’ADN.
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Tableau 13.Valeur de la quantification de 1’ADN Bactérien au Nanodrop

1 682.22 13.644 6.960 196 1.28 50.0 230 10.683  2.427
2 741.11 14.822 7.644 194 1.16 50.8 230 12,794 2.045
3 11455 2.291 1237 185 1.40 50.8 230 1.636  0.137
4 131.13  2.623 1466 179 0.94 50.§ 230 2.787 0.399
5 828.65 16.573 8.141 204 141 50.8 230 11.735 1.246
6 1436.53 28.731 14849 193 124 50.0 230 23.077 5.176
7 720.6 14.411 7.758 1.86 1.54 50.§ 230 9.330 0.339
8 2389 4777 2734 175 090 50.0 230 5320 0.141
9 951 1.903 1.067 1.78 0.92 50.8 230 2.059 3.700
10 462.8  9.256 5.557 1.67 0.80 50.8 230 11.612 1.519
11 1078.62 21.572 11.053 195 128 50.(()) 230 16.850 3.072
0

5.2 Amplification du géne de ’ARN 16S des souches sélectionnées

Les souches sélectionnées ont été retenues pour une éventuelle identification
moléculaire. Les génes de ’ARN 16S des souches ont été amplifiés en utilisant des
amorces fDIAGAGTTTGATCCTGGCTCAG(20) et rD1
AAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC (23) décrites par Weisburg et al., (1991).
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Les produits de la PCR obtenus ont fait I’objet d’une électrophorese sur gel d’agarose-
TBE. Apres migration, le gel est photographié sur une table UV. Les bandes d’ADN

ont migré dans la région 1500 paires de bases (Figure 22).

S T S b < gy - RRT

Figure 22 : Analyse par électrophorése sur gel d’agarose des produits de PCR

apres amplification.

5.3 Le séquencage et analyse phylogénétique
Les produits de la PCR16S ont été séquences et comparés avec les sequences
déposees dans la base de données BLAST. Les analyses ont indiqué que les 10
souches sélectionnées sont affiliées aux genre Bacillus ( 5 souches), Pseudomonas (2
souches) Lysinibacillus (1souche), Enterobacter (1souche), Staphylococcus(lsouche).
Et une souche (MLO018) a été affiliée aux Actinobatéries genre Rhodococcus.
Au seuil de cet ordre, les souches présentaient une similarité entre 99.78% % et
100%. Le tableau 14 résume les pourcentages de similarité et les numéros d’accession
attribués par le GenBank. Les séquences consensus des souches identifiées sont

interrogées dans une autre base de données RDP Project (Tableau 15).
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Tableau 14. Présentation des numéros d’accession, le pourcentage de similarité

et ’identité des souches sélectionnées productrices de protéases.

La Numéro Identité de la souche Similarité
souche | d’accession

MLO001 | MT636851 | Bacillus subtilis strain CR1 100.00%
MLO002 | MG738271 | Bacillus thuringiensis strain R10-3 99.29%
MLO06 | MT636534 | Lysinibacillus macroides strain SMV311 | 99.85%
MLO07 | MT636460 | Bacillus subtilis 99.89%
MLO08 | MT636553 | Enterobacter cloacae strain B3X8 100.00%
MLO14 | MT636856 | Bacillus cereus strain B3 100.00%
MLO15 | MT636899 | Bacillus licheniformis strain CRh49 100.00%
MLO18 | MT636651 | Rhodococcus gordoniae strain PB-1 99.78%
ML020 | MT636930 | Pseudomonas balearica strain IMB16-119 | 100.00%
ML022 | MT636685 | Pseudomonas aeruginosa strain OE5 100.00%
ML029 | MT636753 | Staphylococcus pasteuri strain 164.1.2B 99.89%

Les séquences des souches ML001, ML002, ML0O07, MLO14 et MLO15 sont affiliées
au genre Bacillus groupe B. cereus. Il s’agit de Bacillus subtilis (2souches), Bacillus
thuringiensis, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis, avec des pourcentages de
similarité variant de 99.85% a 100.00%

La séquence de la souche MLOO6 est affiliée au genre Lysinibacillus. Il s’agit de
Lysinibacillus macroides avec un pourcentage de 99.85%.

La séquence de la souche MLOO08 est affiliée au genre Enterobacter. Il s’agit de
Enterobacter cloacae avec un pourcentage de 100.00%.

La séquence de la souche MLOO8 est affiliée au genre Rhodococcus. Il s’agit de
Rhodococcus gordoniae avec un pourcentage de 99.78%.

Les séquences des souches ML020, ML022 sont affiliées au genre Pseudomonas. Il
s’agit de Pseudomonas balearica et Pseudomonas aeruginosa avec un pourcentage de
100.00%.

La séquence de la souche MLOO08 est affiliée au genre Staphylococcus. 11 s’agit de

Staphylococcus pasteuri avec un pourcentage de 99.89%.
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Tableau 15. Présentation des résultats de I’interrogation de la base de donnée

RDP Project

souches

RDP Project

MLOO1

Domaine: Bacteria
Phylum: Firmicutes
Classe: Bacilli
Ordre:Bacillales
Famille: Bacillaceae
Genre Bacillus

MLO02

Domaine: Bacteria
Phylum: Firmicutes
Classe: Bacilli
Ordre:Bacillales
Famille: Bacillaceae
Genre Bacillus

MLOO06

Domaine: Bacteria
Phylum: Firmicutes
Classe: Bacilli

Ordre: Bacillales
Famille: Planococcaceae
Genre: Lysinibacillus

MLOO7

Domaine: Bacteria
Phylum: Firmicutes
Classe: Bacilli
Ordre:Bacillales
Famille: Bacillaceae
Genre Bacillus

MLOO8

Domaine :Bacteria

Phylum :Proteobacteria
Classe :Gammaproteobacteria
Ordre :Enterobacteriales
Famille :Enterobacteriaceae
Genre : Enterobacter

MLO14

Domaine: Bacteria
Phylum: Firmicutes
Classe: Bacilli
Ordre:Bacillales
Famille: Bacillaceae
Genre Bacillus
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MLO15 Domaine: Bacteria
Phylum: Firmicutes
Classe: Bacilli
Ordre:Bacillales
Famille: Bacillaceae
Genre Bacillus

MLO18 Domaine: Bacteria
Phylum: Actinobacteria
Classe: Actinobacteria
Ordre: Actinomycetales
Famille: Nocardiaceae
Genre: Rhodococcus

MLO020 Domaine: Bacteria

Phylum: Proteobacteria
Classe: Gammaproteobacteria
Ordre: Pseudomonadales
Famille: Pseudomonadaceae
Genre: Pseudomonas

ML022 Domaine: Bacteria

Phylum: Proteobacteria
Classe: Gammaproteobacteria
Ordre: Pseudomonadales
Famille: Pseudomonadaceae
Genre: Pseudomonas

ML029 Domaine: Bacteria
Phylum: Firmicutes

Classe: Bacilli
Ordre:Bacillales

Famille: Staphylococcaceae
Genre: Staphylococcus

La diversité des souches sélectionnées est discutée ci-dessous, en s’appuyant
également sur les arbres phylogénétiques (Figures 23, 24, 25, 26, 27, 28) qui
représentent une vision synthétiqgue de ces souches identifiées par les différentes
approches culturales et moléculaires durant cette étude.

La diversité des séquences bactériennes appartenant aux genre Bacillus
obtenues est représentée dans 1’arbre phylogénétique qui inclut également les
séquences proches. Cet arbre permet mieux de visualiser les affiliations des souches.
Les alignements des séquences d’ARN sont réalisés par Clustal W (Thompson et al.,
1994). L’arbre est construit a partir de Neighbor-Joining en utilisant le test de «

bootstrap » (nombres sur les branches) de 100 réplications en utilisant les distances de
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Tamura-Nei qui prend en compte les transitions et les transversions du programme
Mega 6 (Tamura et al., 2013). . L’enracinement a été réalisé en utilisant la séquence
ribosomale de Bacillus paranthracis strain CFSAN068816 (CP045777.1).

Le premier clade regroupe les séquences les souches ML001 et ML0OQ7, tandis
que le second clade regroupe les souches ML014et ML002. La souche ML015 semble
la plus ¢loignée malgré qu’elle appartient au méme groupe.

Les arbres phylogénétiques (Figures 24, 25, 26) des souches ML029, ML020,
ML022 et MLO18 ont été construits en utilisant Alicyclobacillus acidocaldarius
subsp. rittmannii(AB089859.1) comme un out groupe pour I’enracinement de ces
arbres. En revanche les souches ML0O08 et ML006, I’enracinement des arbres a été fait
avec la souche Pseudomonas putida strain HB10 (KT803085.1) comme le montre les
figures 27, 28.
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Bacillus proteolyticus strain Adu15 (MN709307.1)

go| Bacillus thuringiensis strain ABC7 (MN661276.1)

Bacillus wiedmannii strain CWTS10 (MN715783.1)

ML002

89 Bacillus albus strain B2 (MMN704767 1)

[ Bacillus paramycoides strain RI-A9 (MN704776.1)

Bacillus albus strain SI-C (MN704791.1)

MLO014

Bacillus cereus strain B3 (MN718158.1)

7 Bacillus licheniformis strain CRh49 (MN726520.1:436-1394)
Bacillus haynesii strain EGI321 (MN704527 1:459-1417)

4y MLOO1

Bacillus subtilis strain CR1 (MN720161.1)

| Bacillus mojavensis strain RS-14 (MN599703.1)

ot MLOOT

44! Bacillus subtilis strain F-7 (KT027658.1)

Bacillus cereus strain SB1 (CP045606.2)

N

61 58

[==]
o

MLO1S

Bacillus paranthracis strain CFSAN068816 (CP045777.1)

0.1

Figure 23 : Arbre phylogénétique basé sur le géne codant I’ARNr 16S montrant
la position des souches ML001, MLO007, MLO14, MLOO2 et
MLO15. La séquence du gene codant ’ARNr 16S de Bacillus
paranthracis strain CFSAN068816 (CP045777.1) est utilisée
comme outgroup. La barre représente 10 substitutions par 100

nucléotides.
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g MLO18

MLO18(2)

Rhodococcus gordoniae strain PB-1 (MK040534.1)
Rhodococcus gordoniae strain OL3-9S (MH881425.1)
Rhodococcus gordoniae strain HBUMO03345 (MF662241.1)

Alicyclobacillus acidocaldarius subsp. nttmannii(AB0§9859.1)

1

Figure 24 : Arbre phylogénétique basé sur le géne codant I’ARNr 16S montrant
la position de la souche MLO018. La sequence du géne codant
’ARNr 16S de Alicyclobacillus  acidocaldarius  subsp.
rittmannii(AB089859.1) est utilisée comme outgroup. La barre

représente 10 substitutions par 100 nucléotides.

MLIZ
Presudoenonas baleanca steain IMB 16119 (MG10T22.1)
i Peudomonas baleanica strain IMB 18-106 (MG190684.1)
Presudoenonas baleanca stain IMB 16083 (MG190658.1)
Peudomonas balearica strain IMB 18-081 (MG190656.1)
MLz
Pesudamonas ssruginosa strain OES (MN416143.1)
Pesudamonas 5o, strain B-Lac] (MKISEITT 1)
Alicycohacil s scdacaldarius subsp. itmanni (ABOBGEES, 1) AGAGTTT GAT CCTGGCTCAGGACGAACGCTEGOGGCETGLCTAATACATCCARGTCEAGCEEACCTCTTE

Al

ilix

Figure 25 : Arbre phylogénétique basé sur le géne codant I’ARNr 16S montrant
la position de la souche ML020 . La séquence du gene codant
’ARNr 16S de Alicyclobacillus acidocaldarius  subsp.
rittmannii(AB089859.1) est utilisée comme outgroup. La barre

représente 2 substitutions par 100 nucléotides.
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Staphylococcus pasteuri strain N32-34 (MN696510.1)
" ) taphyiococeus wameri srain SRS-28 (MNA21516.1)

tStaphylm:occus pasteuri strain 164.1.28 (KX453932.1)
ML029

Alicyclobacillus acidocaldarius subsp. rittmannii(AB089859.1)

—
0.02

Figure 26 : Arbre phylogénétique basé sur le géne codant I’ARNr 16S montrant
la position de la souche ML029 . La séquence du géene codant
PARNr 16S de Alicyclobacillus  acidocaldarius  subsp.
rittmannii(AB089859.1) est utilisée comme outgroup. La barre

représente 10 substitutions par 100 nucléotides.

7o ML008
Enterobacter cloacae strain HM11 (MN401128.1)
Enterobacter cloacae (MN330012.1) strain B3X8

| Enterobacter cloacae strain HM10 (MN401127.1)

‘ - Pantoea agglomerans strain 21-a blue (MN208199.1)
Pantoea agglomerans strain 255-b blue (MN208095.1)

Pseudomonas putida strain HB10 (KT803085.1)

li

=

(=]

i
0.02

Figure 27 : Arbre phylogénétique basé sur le géne codant I’ARNr 16S montrant la
position de la souche MLOO8 . La séquence du géne codant I’ARNr 16S
de Pseudomonas putida strain HB10 (KT803085.1) est utilisée comme

outgroup. La barre représente 2 substitutions par 100 nucléotides.
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MLO0G

Lysinibacillus pakistanensis strain DP6 (MN519468.1)
Lysinibacillus sphaericus strain AR2N (MN515292.1)

Lysinibacillus macroides strain R1351 (MN513218.1)

Pseudomonas putida strain HB10 (KT803085.1)

—
002

Figure 28. Arbre phylogénétique basé sur le géne codant I’ARNr 16S montrant la
position de la souche MLO06. La séquence du géne codant I’ARNr 16S de
Pseudomonas putida strain HB10 (KT803085.1) est utilisée comme outgroup. La barre

représente 2 substitutions par 100 nucléotides.
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Au cours de ces derniéres années, utilisation du polyéthyléene a basse densité a
augmenté d'une maniére considérable dans divers domaines de notre vie quotidienne
ce qui le rend un des grands facteurs de pollution. Face a ce probleme la
biodégradation du PEBD est devenue importante.

L’objectif de ce présent travaille est I’isolement, la sélection des souches bactériennes
dégradatrices du polyéthyléne a basse densité a partir de trois différentes décharges
publiques de la wilaya de Tlemcen, I’optimisation de certains facteurs
physicochimiques tels que le pH, la température, la concentration en NaCl et
I’influence du Cuivre sur la biodégradation du PEBD ainsi que leur identification
phénotipique et génotypque par I’utilisation de la galerie API20E et I’amplification du
fragement d’ADN codant la région conservée de I’ARN16S.

Le criblage primaire a permis 1’isolement de 29 souches bactériennes appartenant aux
différents genres. Par suite, et lors du screening secondaire 11 souches temoignant
d’une bonne activité dégradatrices du PEBD.

L’optimisation des parametres impliqués dans la biodégradation par des souches
sélectionnées a montré que ces dernieres (ML0O07, ML014, ML020, ML022)ont
manifesté une forte activité a une température entre 30°C et 40°C , les souches
(MLO01, MLO18 etML029) ont montré une activité a des valeurs de Ph (7, 9, 6)
respectivement, en revanche la souche ML002 a manifesté une excellente dégradation
du PEBD a une concentration NaCl de 4%, par ailleurs 1’ajout du cuivre a amélioré
considérablement I’activité¢ de biodégradation du PEBD chez les souches (MLOO1,
ML002, ML006, MLO07, ML008, ML014, ML015, MLO18, ML020, ML022 et
ML029).

Les souches (ML001, ML002, ML006, ML007, ML008, ML014, MLO015, MLO018,
ML020, ML022 et ML029) sont hautement dégradatrices du polyéthyléne a basse
densité avec une perte de masse qui peut atteindre un pourcentage de 3.59.

Les souches isolées, sélectionnées dégradatrices du PEBD (ML001, ML002, MLO0O6,
MLO007, ML008, ML014, ML015, ML018, ML020, ML022 et ML029) sont identifiees
génetiquement, le séquencage du gene codant la sous unité ribosomalel6S a révélé
leur appartenance aux espéces( Bacillus subtilis strain CR1, Bacillus thuringiensis

strain R10-3, Lysinibacillus macroides strain SMV311, Bacillus subtilis
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Enterobacter cloacae strain B3X8, Bacillus cereus strain B3, Bacillus licheniformis

strain CRh49, Rhodococcus gordoniae strain PB-1, Pseudomonas balearica strain

IMB16-119, Pseudomonas aeruginosa strain OE5, Staphylococcus pasteuri strain

164.1.2B) respectivement.

Les résultats obtenus dans cette étude sont d’une grande importance. Cependant, des

études approfondies doivent complémenter ce travail a savoir :

v
v
v

L’étude de la consommation d’O2 et la production du COa.

La mesure de degré d’oxydation par FTIR et leur hydrophobicité.

Purification d’enzyme responsable a la biodégradation des plastiques
industriels.

Caractérisation des genes impliqués dans la production d’enzyme.

Clonage des fragments ADN, codant la production d’enzyme responsable de

dégradation des plastiques industriels.
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Annexe 01 : Préparation des milieux de cultures utilisés

1. Gélose nutritif (composition en g/L)

Extrait de levure .................. 05g

Peptone.........coooviiiiiiii, 10g

NaClo.oooiii 05¢g

AGar.. oo 20g
pH=7

2. Milieu minéral gélose

MgSO4 (TH20)........ceviiiiiiiin, 0.5g/1
KH2PO4. ..o, 0.5 g/l
Na2HPO4 (12H20)..........eee..... 2.52 g/l
NHACL. ... 19/
CaCl2....coooiii . 0.002 g/l
MnSO4 (TH20)........ccoveieiieiainn 0.007 g/l
FeSO4 (TH20).......ccooviviiiinn. 0.001 g/l
ZnSO4 (TH20).......cveieieiieienn 0.007 g/l
AGar.... ... 20 g/l

3. Milieu minéral liquide
MgSO4 (TH20).......coeiiiiiin, 0.5g/1
KH2PO4. ..o, 0.5 g/l
Na2HPO4 (12H20)...........ouveen.. 2.52 g/l
NHACL. ... 19/l
CaCl2.....coiiiii 0.002 g/l
MnSO4 (TH20).........ccooiiiiinn, 0.007 g/l
FeSO4 (TH20)......c.coeiiiiann. 0.001 g/l
ZnSO4 (TH20)....coiiiiiiiiiiiien, 0.007 g/l
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Annexe02: Base de données pour galerie Api20E

P : m Blglg m w i

S HEETEEHEHEHHHEHHUE
% - 9 i *1%18

~afver W WO 0000|7009 101 1100105000
| amyploquefaciens 0 B5. 0, 0/0,75:/0/0/0!/0/50/9 99/99.50/9 1/99/50/950 0)|%/%/0.0
| gnthracn W, 0. 0/0/0/0/0/0/0/0[9/%:%/1 1,1/ 19 %01 1,09 00X
 brevs 0 255, 0/0/Mi7]|3/0/0 5740/ 2]1 ,1/1/1/99/50!1 .1, 0/0/W(0]0
| coroterum PIII 1101113110 NN W1 1901 00WN00
| cevews 300/ 0 85 0,1 0/1/S0/0/0/60/9/99/1,/1/1/1/50/0/1,1,0|7/%/% X
Lcerewy femetque) 1200 0 12| 011 (9% (1a] 0 0 o mioionl 1 112 1 o5l 1] 0les wlowlx
| crculons S0 0 2/0/0/0/4/4/0/4/30/16/99/99 50/1 50(/99 50/9 M9 0[/6/0|00
| coogulan W H 0 0/ 0/0/0/0/0/0/9 50955 5050MW0S0NINwO0
| firmus 02107/ 0/0/9/0/0(/0/071/9/99/% 11 /1/9/50/1/1/ 0|909/9/0/0
| ioterosporis (2) 00,0, 0/0/0/(5/0/0(0/50/50/9 99199 1.1 /1/1/%0/50,1/0|5/ %00
| lentus 0 9% 2 0/0/60/1|50(0/0/30/30/99/% 1 %0/50/99 %050 1 0/0(W|0]0
| Achemform WHN O 077000 WNHNNHNDHNDDVAEN IR0
| mocerons 100992600 /0,0/0/0/0/73/50:99/99 50/50/99/99/%0/99 99 0% %00 0
| megarhenus (2) 0B OO S MO00 0 BMNNNMHWVINNONAMONNOO
| mycoides ? (43/% 6/0 /93/0/18/0/0(9/9%'99/1 111 /1|5 /%/%0/1/0]/5%0/1]0]0
| pRnIOININ 00 5. 0 0, 0/0/0(W0/0/0/0 /5955 509MHNMI1 00N00
| pastewnt 0 113/1}1/1/1!|99/3/1/3/3/3/1/31!31/3/1/S0/1/1/0|M9/%j0]0
| pohymyss WHW OO 0NV OO IMNMEBN® I NNV OINWOO
| pumibss 0 (99 4. 0/0/8%/0/0/0/09/9:/99/99 % 1/1(9 % %HN 0NN O
L sphoenicus 0 /1/0/0j0/60i0|X(0/043 I 1|1 1/1|1]|1/S0j1/1/0|M0iW|0]/0
[stearothermeghius 1 | 0 (%0 0 00010000 12/9399/% %0 %0 199(% 1 50/ 0[50 %/ 0.0
Litegrothermaphis 2 | 0 10 0 00 0(0[|0/0/2/9 MW VW 1 |HS0MSeOSeWO0 0
steorothermophivs 3 | © | 1101 0.00,0/0(0/0112/999/1 1,1, 1|98 /%[t 1/0/1 %00
| subris 0B 'S 0/0/B 0[|S[(0/0(9H B MNNMNMN I NWNMHMPONDO O
| thiamanolyticusy 00991111 9/9/%N) 190 H V1N 1NN 10N 00
W 1N 0I0INI0I0I0I0INNIMIL1I1I11I09/0/171/0/WINI0IX

| thuinawas (1)
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Annexe03: Tableaux de lecture APi20E

Tests | Composants Reéactions /Enzymes Resutats
actifs Negatif Positif
ONPG | 2-mfrophenyl- BD- | B-galactosidase (OrthoNitroPhenyl- fD- | meolore Jaune
pabactopyranoside | Galactopyranosidase)
ADH L -argmme Argmme dibvdrolase Taune Orange rouge
LDC L -lysme Lysme Decarbanylase Jaume Orange rouge
oDncC L-oruthme Ommthune Dacarboxylaze Taune Orange rouge
CIT Trsodmm citate Utilization du ClTrate Vert pale- Bleu-vert-blen
jaune
Hy% Sodmm thorulfate | Productiond” Hy% [ncolore- Depot now-fin
Erisatre lisers
TRE Uree UREaz= Taune Orange rouge
IDA L-tryptophane TrptophaneDesAminzze TDA mmediat
Jaune Marron-
rougedtre
IND L-tryptophane Production d TNDole JAMES mmediat
Incolore- Roze
vert pale -
jaune
VP Sodmm pyruvate Production d"zcetome VP1+VF2/10mn
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ABSTRACT

Plastic bags (Low Density Polyethylene (LDPE) belong to the polymers, which
plays a very important role in our daily lives by their diversified application.
However, the accumulation of the plastic bags in the environment consti-
tutes a serious problem and a real source for visual nuisance, pollution of soil
and marine environments. Furthermore, their biodegradation was the safest
method of breakdown that possibly leaves behind less toxic residues and
showed potential of bio-geo chemical cycling of the substrate. The aim of
the present work was the characterization of the isolated bacterial strains
from a municipal landfill area of Tlemcen, North West Algeria, which were
implicated by the biodegradation ability of the Low Density Polyethylene.
The degradation of the Low Density Polyethylene was investigated by study-
ing the bacterial growth of the isolated, inoculated on a solid culture medi-
um, which was composed of LDPE as the sole carbon source with and with-
out a nitrogen source and the selection was based by the determination of
the produced diameter of hydrolysis clear zone on the surface. Furthermore,
the isolated, selected degrading Low Density Polyethylene bacterial ML002
has been identified by the study of their morphological, biochemical charac-
teristics and the amplification of the fragment, coding the region of ARN 16S.
The use of the API system indicated their belonging to the genus Bacillus
Cereus, which has reduced the weight of LDPE by 0.26, 1.28, 1.53% after 30,
90, 120 days respectively. Furthermore, the amplified of the fragment, cod-
ing the region of ARN 16S by the isolated, selected bacterial ML0O02 indicated
a similarity of 99.394% with Bacillus wiedmannii and Bacillus proteolyticus
and 99.293% homology with Bacillus toyonensis, Bacillus cereus and Bacillus
thuringiensis.

1. Introduction

Industrial plastics have multiplied and diversified
applications because of their unrivaled properties

durability, hygiene, resistance to chemical prod-
ucts, thermal and electrical insulation (Bellahcene,
2009), where a polyethylene was known with their
excessive use in packaging and other industrial and

such as their versatility, lightness, transparency,
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agricultural applications (Esmaeili et al., 2013) with
an annual global production of approximately 150
million tons (Zahra et al.,2010 ; O’Brine and
Thompson, 2010).

Low Density Polyethylene (LDPE) is a thermoplastic
polymer, which was composed of a long chain
monomers of ethylene, durable, light-weight, easily
processed and characteristically inert, where these
properties make it appropriate for many industrial
uses (Mark,1999). The accumulation of plastic de-
bris in the environment has considerably augment-
ed and caused a serious source of pollution and
disturbs the ecosystem (Harshvardhan and Jha,
2013 ; Juan-Manuel et al.,2014 ; Sadagat et
al.,2016) .Due the drastically problem caused by
the use of polyethylene, the reduction of the accu-
mulated debris in the environment was required.

However, the present work was dealt with the iso-
lation of the bacterial strains from garbage waste
soil, and the determination of the biodegraded pol-
yethylene LDPE weight in the inoculated liquid cul-
ture medium and a further characterization has
been used by the study of the morphological, bio-
chemical characteristics and the amplification of
the fragment, coding the region of ARN 16S.

2. Materials and Methods
2.1. Sample collection and bacterial isolation

The soil samples were collected from the garbage
of a municipal landfill area of Tlemcen, located in
the region of North West Algeria (Figure 1). For this
purpose, the associated soil with bags of waste pol-
yethylene was removed under aseptic conditions
from a depth of 10 cm and dried at room tempera-
ture for 2 hours (Deepika and Madhuri, 2015). Fur-
thermore, 25 g of the collected soil sample was
transferred in a flask, which was contained a vol-
ume of 125 ml of physiological distillated water and
the content was homogenized by shaking for a pe-
riod of 30 minutes. The supernatant was serially
diluted, where a volume of 100 ul of each dilution
was inoculated in the solid nutrient culture medi-
um, incubated at temperature 37°C for 24 hours.
The developed colonies were isolated and succes-
sively sub-cultured and the selected pure colonies
were conserved and then preserved in slant at
temperature of 4°C (Deepika and Madhuri, 2015).

2.2. Screening of degrading Polyethylene LDPE
bacterial strains

The screening of the degrading Polyethylene LDPE

bacterial strains has been achieved by the adding
of 1g of the LDPE powder in a volume of 1000 ml of
the mineral culture medium, which was described
by Bonhomme et al., (2003) composed of the fol-
lowed components : MgS0O, 0.5 g, KH,PO, 0.5 g,
Na,HPO, 2.52 g, NH,Cl 1 g, CaCl, 0.002 g, MnSO,
0.007 g, FeSO, 0.001 g, and ZnSO, 0.007 g). The
mixture was homogenized by sonification for a
period of 1 hour and menge of 20 g of agar were
added and sterilized in the autoclave for 20 min.
The isolated bacterial strains was inoculated in the
culture medium, incubated at temperature 37°C for
5 weeks (Deepika and Madhuri, 2015; Usha et
al.,2011).

2.3. Identification of degrading Low Density Poly-
ethylene bacteria

The identification of the isolated, selected degrad-
ing LDPE bacterial strains was mainly based on
macroscopic and microscopic observation after the
coloration of Gram and by using the (galerie API20E
-system ) for biochemical characteristic determina-
tion (Reffas et al .,2016).

2.4. Parameters influencing bacterial growth

The optimization of the parameters implicated in
the bacterial growth has been investigated by the
inoculation of the isolated, selected LDPE-
degrading bacteria on the nutrient broth culture
medium, adjusted at several pH-value pH (4, 5, 6, 7,
8, 9, 10), and incubation at different temperature
(25, 28, 30, 40, 45, 50, 55C) in the presence of
different concentration (1, 2, 4, 6, 8, 8.5, 9%) of
NacCl.

2.5. Study of Biodegradation of LDPE by the deter-
mination of weight

The biodegradation assay was carried out by the
using of polyethylene films (4x4 c¢m), which was
dried overnight at a temperature of 60°C. 130 mg
weighed sample was disinfected with 70% ethanol
for 30 min] (Pramila and Ramesh, 2011; Sudhakar
et al.,2008; Santo et al.,2012), introduced in the
flasks, which was contained a volume of 40 ml of
the mineral culture medium. The mineral culture
medium was inoculated with a volume of 2 ml of
the overnight culture of the isolated, selected de-
grading LDPE bacterial strains, incubated at tem-
perature of 37°C for 5 weeks. The biomass of the
grown degrading LDPE bacterial strains was har-
vested by the using centrifugation at 1000 rpm,
washed twice by the using of the mineral culture
medium a control was used for measuring of the
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weight reduction of LDPE (Sivan et al.,2006 ; Tribedi
and Sil ,2013). Furthermore, the flasks were fur-
ther incubated in a stirring incubator at tempera-
ture 30°C, 120 rpm for (30, 90 days and 120 days)
respectively. After that, the biomass was washed
with 70% ethanol, dried overnight at temperature
60°C and weighed (Bhone et al., 2012 ; Tribedi et
al.,2012) .The lost weight was calculated and com-
pared according to the formula below (Deepika and
Madhuri, 2015):

Weight Loss (%) = [(Initial Weight—Final Weight)/Initial
Weight] x 100

2.6. Molecular identification of LDPE degrading
strains

The genomic DNA extraction of the inoculated,
isolated, selected degrading low density polyeth-
ylene bacterial strains was carried out by the using
of Promega kit "Wizard®Genomic DNA Purification
Kit". For this purpose, the biomass of the isolated,
selected degrading low density polyethylene bacte-
rial strains was harvested by the inoculation of a
volume of 25 ml culture medium culture, and incu-
bation at temperature of 30°C for 2 hours and the
centrifugation at 6000 rpm for 10 min. The ob-

tained, extracted DNA was dissolved in TE buffer |

(Tris-EDTA), quantified by the using NanoDrop
technology (Thermo Fisher ScientificNanoDrop ™
1000 Spectrophotometer) and stored at tempera-
ture of 4°C and -20°C for short and long period re-
spectively.

PCR Amplifications: DNA fragment was amplified by
PCR technique, which has been achieved the using
of Mocycycler® NexusEppendorf® thermocycler. A
standard primers were used primers, which was
contained the followed sequence : fD1 AGAGTTT-
GATCCTGGCTCAG (20) and rD1 AA-
GCTTAAGGAGGTGATCCAGCC (23). DNA amplifica-
tion was done by the using of Taq DNA polymer-
ase. The mixture reaction was composed of 1 ul of
template DNA, 2.5 ul of 10 uM buffer "Incubation
mix Tag-polymerase with MgCl,, 0.5 pl of dNTP mix
(10 mM), 1 ul of each of the primers uM) and ultra-
pure water (25 pl).

For DNA amplification the followed program has
been employed: the first step, the DNA fragment
was denatured by heating at temperature 95°C for
2 min and the reaction was programmed for 35
cycles as followed denaturation at 94°C for 40 sec,
hybridization at 56°C for 45 sec and the elongation
at 72°C for 1 min, and for the last cycle 8 min elon-
gation at 72°C. The obtained, amplified PCR DNA

product has been visualized by the using of 1% aga-
rose gel electrophoresis (35 min, 90 V and 300 mA),
eluted in TAE buffer bath, which was contained
(4.8 g/L Tris, 0 sodium acetate, 41 g/L, EDTA 0.34 g/
L, 1 L distilled water) to BET (1.5 mg/l). The visuali-
zation of the amplified PCR product was done un-
der UV and sent to EurofinsGenomics. Their se-
guencing has been achieved by the using of the
described method by Sanger et al (1977).

3. Results and Discussion

The most used popular plastics wastes in Algeria
were the Plastic bags, which was usually composed
of low density polyethylene and their accumulation
in the environment constituted a serious problem
and a real source for visual nuisance, pollution of
soil and marine environments. Furthermore, their
biodegradation was the safest method of break-
down that possibly leaves behind less toxic residue
and showed potentials of bio-geo chemical cycling
of the substrate.

Figure 1: Presentation of soil sampling for isolation of degrad-
ing low density polyethylene Bacterial strains from garbage
of a former dump in Tlemcen, located in the region of North
West Algeria.

The aim of the present work was the isolation if the
bacterial strains from the region of a municipal
landfill area of Tlemcen, located North West Algeria
and their characterization for biodegradation of the
Low Density Polyethylene.

(Sudhakar et al.,2008; Albertsson et al.,1987) has
reported that several microorganisms has mani-
fested a important for biodegradation of LDPE,
where some bacteria were isolated from soil gar-
bage (Ji-Dong,2003 ; Albertsson et al.,1987). The
primary screening of the isolated, selected ML002
Bacillus cereus, inoculated on the mineral medium,
supplemented with of LDPE powder as sole source
of carbon, incubated at temperature of 30°C indi-
cated the presence of important potential of bio-
degradation of LDPE, illustrated by the formed hy-
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drolysis (Figure 2). Early study has reported Gilan et
al (2004) and Sivan et al (2006) that the bacterial
strains Rhodococcus ruber has manifested as a im-
portant potential for LDPE degradation .

Figure 2: lllustration of the formed hydrolysis zone of the
isolated, selected degrading LDPE ML002 Bacillus cereus,
inoculated in the mineral medium, which was supplement-
ed with of LDPE powder as sole source of carbon, incubat-
ed at temperature of 30°C.

The identification of the isolated, selected bacterial
degrading LDPE (MLO02) was identified by the
study of the morphological observation and the
biochemical investigation. Furthermore, the macro-
scopic observation of the isolated, selected de-
grading LDPE bacterial (ML002) on the nutrient
broth solid culture medium indicated the growth of
white and large colonies, furthermore, the micro-
scopic observation has been showed the presence
of large Gram-positive, rod-shaped with endospore
forming (Figure 3). The biochemical investigation of
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Figure 3: Microscopic observation of the colored Gram,
isolated, selected degrading LDPE ML002 Bacillus cereus,
inoculated in the mineral medium, supplemented with
LDPE powder as sole source of carbon, incubated at tem-
perature of 30°C for 24 hours.

the isolated, selected degrading LDPE bacterial
(MLO02) indicated their belonging to the genus of
Bacillus cereus.

3.1. Optimization of the implicated parameters for
bacterial growth

The effect of pH-value and temperature on the
degradation of LDPE by growth of the isolated, se-
lected degrading LDPE bacterial (ML002) has been
achieved. For this purpose, the isolated, selected
degrading LDPE bacterial (ML002) was inoculated
on the mineral medium, supplemented with of
LDPE powder as sole source of carbon, adjusted at
different pH-value (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10), incubated at
different temperature (25, 28, 30, 40, 45, 50, 55C)
in the presence of different concentration (1, 2, 4,
6, 8, 8.5, 9%) of NaCl.

The obtained results indicated that the growth of
the isolated, selected degrading LDPE bacterial
(ML002) was maximum on the culture medium ad-
justed at pH-value of (7-8). After that, the bacterial
growth was drastically reduced on the culture me-
dium adjusted at pH-values over (9-11) (Figure 4).
Furthermore, the obtained results of the effect of
temperature showed that the growth of the isolat-
ed, selected bacterial (ML002) was maximum on
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Figure 4: Optimization of bacterial growth of the isolated,
selected degrading LDPE ML002 Bacillus cereus, inoculated
in nutrient broth culture medium, adjusted at different pH
-value: (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10), incubated at temperature of
30°C for 24 hours.

the on the culture medium, incubated at tempera-
ture of 35C. After that the bacterial growth was
considerably decreased on the inoculated culture
medium, incubated at temperature (40, 45, 50,
55C) (Figure 5). Finally, the obtained results of
effect of different concentration of NaCl showed
that the growth of the isolated, selected degrading
LDPE bacterial (ML002) was maximum on the cul-
ture medium, which contained 2 %. After that, the
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Figure 5: Optimization of bacterial growth of the isolated,
selected degrading LDPE ML002 Bacillus cereus, inoculated
in nutrient broth culture medium, incubated at different
Temperature (25, 28, 30, 40, 45, 50, 55°C) for 24 hours.

bacterial growth was considerably decreased in the
presence in the inoculated culture medium of the
followed concentration (4, 6, 8, 8.5, 9%) of NacCl
(Figure 6).
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Figure 6: Optimization of bacterial growth of the isolated,
selected degrading LDPE ML002 Bacillus cereus, inoculated
in nutrient broth culture medium, in the presence different
concentration NaCl (1, 2, 4, 6, 8, 8.5, 9%), , incubated at
temperature of 30°C for 24 hours.

3.2. Study of LDPE degradation by determination
of their molecular weight

The study degradation of LDPE by the isolated, se-
lected degrading LDPE ML0OO2 bacterial strain has
been investigated by the inoculation of the mineral
culture medium, supplemented with several con-
centration of LDPE powder incubated at tempera-
ture of 30°C and the determination of the lost mo-
lecular weight LDPE. The obtained results indicated
that the measurement of the lost weight LDPE has
been achieved by the incubation of the isolated,
selected ML002 bacterial strain by shaking at 120
rom at temperature of 30°C for a period (30,
90.120 days) respectively (Table 1). The contained

molecular weight LDPE in the inoculated mineral
culture medium after (30, 90, 12) days incubation
has been considerably reduced to (0.26, 1.28,
1.53%) respectively. Where, the molecular weight
LDPE reduction was for the control was 0 %. (Mark,
1999 ; Tribedi and Sil , 2013; Gilan et al., 2003) has
reported that some bacterial strains use the LDPE
as a sole source of carbon.

3.3. Molecular identification of LDPE degrading
bacterial strains

The molecular identification of the isolated, select-
ed degrading LDPE bacterial strains MLO02 was car-
ried out by the sequencing of the amplified DNA
fragment of the ARN16S region by the using the
above mentioned primers with Mcycycler® Nex-
usEppendorf® thermocycler. The obtained se-
guencing by Eurofins Genomics for sequencing was
submitted to Genbank and available under
(accession no: MG738271) (Figure7). The per-
formed similarity analysis of the sequence indicat-
ed their affiliation to Firmicutes, where the se-
qguence of the small ribosomal subunit sequence of
the isolated, selected bacterial degrading LDPE
strains MLO02 was presented over 99.394% identity
to both bacterial strains Bacillus wiedmannii and
Bacillus proteolyticus and 99.293% homologies to
Bacillus toyonensis, Bacillus cereus and Bacillus thu-
ringiensis. Furthermore, the gene sequence of the
16S rRNA of the isolated, selected degrading LDPE
bacterial strains ML002 was also aligned with the
species closed to Firmicutes, which was obtained
the database by Clustal W 1.8 software (Thompson
et al.,1994). The phylogenetic tree was construct-
ed by the using of the Mega 6 program (Kumar et
al.,2004), whereas, the rooting was performed us-
ing the ribosomal sequence of Bacillus muralis
DSM16288 (Figure 8).

4, Conclusion

The effective isolation, selection low density poly-
ethylene degrading bacterial strains (LDPE) indicat-
ed the possibility of the use of some bacteria under
natural conditions for the elimination of LDPE in
the environment. The molecular identification of
the isolated, selected degrading LDPE bacterial
strains ML002 by the sequencing of the amplified
DNA fragment of the ARN16S region indicated their
belonging to the genus of Bacillus cereus. Further-
more, detailed studies will be required by the use
of others modern methods such as spectroscopic
analysis and gas chromatography. Finally, the used
chemical fertilizers could be replaced by the isolat-
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MLOZ_fD 11 - 141006 of sequence.
CTATACTGCAGTCGAGCGAATGGATTAGAGAGCTTIGCTCTTICATGAAGTTAGCGGOGGAL
CEGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAMCCGGEGGET
TAATAC G EGATAACAT T I TGAACTGCATGGTICGAAATTGAAAGGCGECTTOGGCTGTCA
CTTATGGATGGACC OO UG TOGCATTAGCTAGTTIGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAAT
GATGOGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGUCACACTEEGACTGAGACACGGUCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTICCGCAATGGCACGAALAGTCTGACGGAGCAACGT
CEOGTCAGTGATGAAGGCTTITCGGGTOGTAAAACTCTGTIGT TAGGGAAGAACAAGTGCT
AGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCC
AGCAGOCGUGGTAATACGTAGGTGGCAAGOCGTTATCCGGAATTATIGGGUGTAAAGCGCG
CECAGGTGGTITCTTAAGTCTGATGTGALAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGETCATTGG
AL CTEEGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGETGAALATS
GTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGUGACTITCTGGTCTGTAACTGACACTGA,
GCGECGCGAAAGCGTEGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGA,
TEAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTITCCGCCCTITAGTGCTGAAGT TAACGCATTAAGCACT

COGCCTE GG GAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGOICGCACAA

GUEGETEGCAGCATGTGGTTI TAAT TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGETCTIGACATC
CTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTC

MLOMOZ rD1 — 181028 of seguence.
TTIGTTACGACTTCACCCCAATCATCTGTCCCACCTTAGGOGGCTGGCTCCAAAAMGGTITA
CCCCACCGACTTCG GG TGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGUGETGTGTACAAGGCCC
CEGAACGTATTCACCGOGGCATGCTGATCCGUGATTACTAGCGATICCAGCTTCATGTAG
CrGCAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTITTATGAGATTAGCTCCACCTCGOG
GTCTTGCAGCTCTITGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTETAGCCCAGGTCATAAGGGECA
TEATGATTTGACGTCATCCCCACCTICCTCOGGTITGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTG
CCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTIGCGCTCGTIGOGGGACTTAACCCAALC
ATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCTCOCGAAGGAG A,
AGCCCTATCTCTAGGGTITICAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTICTTCGOGTIGCTT
CEAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTEOGGGUCCCCGTCAATTICCT T TGAGTTTCAG
T T e e GG TACTC OO CAG GG CAGTECT TAAT GG T TAACT TCAGCACTAAAGGGCG
AN T T AACACT TAG CACTCATCGTTI TACGGCGTEEACTACCAGGGTATCTAATCC
TETTITGCT OO CACGCT T TG OGO CTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTOGCCTTCGEC
CACTEETGET IO T O CATATCTCTACGCAT T TCACCECTACACATEGAATTCCACTITCCT
CTT TG CACTCAAGTCT OO CAGTT TCCAATGACCCTOCACGGTIGAGCCGTEGEGECT T TCA
CATCAGACT TAAGAAACCACCTGUOGUGUGCTITACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTIG >
CCACCTACGTATTACCGOGGCTGCTGGACGTAGTTAGCCGTGGCTITCTG

Bacillus toyonensis BCT-7112 CP006863

Bacillus thuringiensis ATCC 10792 ACNF01000156

Bacillus mobilis 0711P9-1 KJ812449

JH792383 s BAG2X1-1 JH792383

Bacillus wiedmannii FSL W8-0169 LOBC01000053

Bacillus cereus ATCC 14579 AE016877

\— Bacillus paramycoides NH24A2 KJ812444

0.005

Query ML02 fD1 - 14..1006 of sequence

Figure 7: lllustration of the sequence of ARN16S, region of the isolated, selected degrading LDPE bacterial strains ML002,
obtained by EurofinsGenomics and submitted to Genbank and available under (accession no: MG738271).

Bacillus muralis DSM 16288 LMBY01000055

Figure 8: Construction of Phylogenetic tree of 16S rDNA sequence of the isolated, selected degrading LDPE bacterial strains
MLO002 by the using of the Mega 6 program. The above topology was obtained with the Neighbor-Joining method and by
the using Bacillus muralis DSM16288 as out group. Bar represents 0.2 substitutions per 100 nucleotides.

Description Weight loss of LDPE (Mg)
30 days 90 days 120 days
Control 130 130 131 130 131 130 131 131 130
MLO02 129 130 130 129 128 128 128 128 128

Table 1: weight measurement of loss LDPE film in shaker cultures during an incubation period of 30, 90.120 days at 30°C.
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ed and selected low density polythene-degrading
bacteria.
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Résumé

Les matiéres plastiques, du fait de leur utilisation massive, constituent des polluants importants dans
I’environnement.

L’objectif de ce présent travail est I’isolement et la sélection des souches bactériennes productrices
d'enzymes capables de dégrader le polyéthyléne a basse densité.

A cet effet, trois (03) échantillons de sol, contenant des sachets en plastique (polyéthyléne a basse
densité) décomposés, sont effectués a partir de différentes décharges publiques de la Wilaya de
Tlemcen telles que la décharge de Nedroma, de Tlemcen ville nouvelle et ancienne décharge, de la
région Ouest d'Algérie.

Le screening primaire a permis l’isolement de 29 souches productrices d'enzymes capables de
dégrader le PEBD. Ensuite, le screening secondaire a révélé la sélection de 11 souches (MLOO01,
ML002, ML006, ML007, MLO08, ML014, ML015, ML018, ML020, ML022 et ML029) productrices
d'enzymes capables de dégrader le PEBD et ont fait I’objet d’une identification phénotypique.
L’utilisation de I’outil de la biologie moléculaire a permis une identification génétique des souches
sélectionnées productrices d'enzymes capables de dégrader le PEBD. En outre, I’analyse
phylogénétique et le séquencage des souches isolées, sélectionnées productrices d'enzymes capables
de dégrader le polyéthyléne a basse densité, sont soumises et répertoriées dans la base des données
GenBank.

L’optimisation de différents paramétres impliqués dans la biodégradation par des souches
sélectionnées a montré que les souches (ML007, ML014, ML020, ML022) ont manifesté une forte
activité a une température comprise entre (30°C et 40°C). Cependant, les souches (ML001, ML018
etML029) ont montré une importante activité de dégradation de PEBD a des valeurs de pH (7, 9, 6)
respectivement. Par ailleurs, la souche ML002 a manifesté une excellente activité dégradation de
PEBD en présence d'une concentration de 4% NaCl. L’ajout du cuivre dans le milieu de culture
inoculé avec des souches (ML00O1, ML002, MLO06, ML007, MLO08, ML014, ML015, MLO018,
ML020, ML022 et ML029) a amélioré considérablement I’activité de biodégradation du PEBD,
accompagnée avec une perte de 2.05 % de poids pendant 30jours.

Le séguencage des 11 souches sélectionnées dégradatrices du PEBD (MLO01, ML002, MLOO6,
MLO007, ML008, ML014, ML015, ML018, ML020, ML022 et ML029) a révélé leur appartenance aux
espéces : Bacillus subtilis ML636851, Bacillus thuringiensis MG738271, Lysinibacillus macroides
ML636534, Bacillus subtilis ML636460 , Enterobacter cloacae ML636553, Bacillus cereus
MT636856, Bacillus licheniformis MT636899, Rhodococcus gordoniae MT636651, Pseudomonas
balearica MT636930, Pseudomonas aeruginosa MT636685, Staphylococcus pasteuri MT636753
respectivement, ce qui explique que les souches sélectionnées peuvent étre excellents candidats dans
la bioremediation des sols pollués en plastique.

Mots clés : biodégradation, polyéthyléne a basse densité, bactéries productrices d'enzymes capables de

dégrader le PEBD, identification moléculaire.
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