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Résumeé
La présente étude porte sur des essais de dégradation de colorants par une souche

d’actinobactéries du genre Streptomyces, pour une éventuelle extrapolation sur des colorants
textiles. La méthodologie expérimentale appliquée a pour but d'étudier l'influence de la
souche utilisée sur l'intensité et la vitesse de dégradation de différentes concentrations de
colorants a savoir, le bleu de méthyle comme colorant azoique, le rouge Congo, colorant bis-
azoique et le rouge de Phénol.

le meilleure vitesse de dégradation du colorant rouge de Congo (0.40 mg. L™ .h™)
Comparativement avec celle de blue de méthyléne (0.21 mg. L™ h™* ) et du rouge de phénol
(0.01mg.L*.h™).

Mots clés : actinobactéries, Streptomyces, décoloration, minéralisation, colorants textiles,

biodégradation.



Abstract
This study concerns the application of a biological treatment process for textile dyes. The

peculiarity of these processes lies in the use of actinobacteria, in particular the genus
Streptomyces, produce the extracellular peroxidases which play an essential role in the
biodegradation of lignin (Oxidation), resulting in the production of water-soluble polymeric
compounds. The ability of actinobacteria to discolor but also to mineralize textile dyes, in
particular azois very efficient, the methodology of experimental research has been applied in
this thesis in order to study the influence of the strain used on the intensity and rate of
degradation of different concentration of textile dyes.

The best rate of degradation of Congo red dye (0.40 mg) compared with that of methylene
blue (0.21 mg L. h™*)and phenol red(0.01 mgL™.h™).

Key words: actinobacteria, discoloration, mineralization, textile dyes, biodegradation.
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Introduction

Nous vivons dans un monde ou tout est coloré, nos vétements, nos aliments nos produits
cosmétiques, pharmaceutiques, etc. (Ben Mansour et al.,2009). Les colorants synthétiques
dont 15% sont constitués de colorants azotés sont une des principales sources de pollution de
I’eau(Ben Mansour et al.,2010).

Parmi les nombreuses familles de colorants synthétiques, les colorants azoiques sont les
plus largement utilisés (60 a 70 %), ils sont tres utilisés surtout au domaine du textile ce qui
rend les effluents riches en ces colorants et leurs métabolites (Saratale et al.,2013).

Ces colorants sont trés stables et relativement peu biodégradables. En raison de leurs effets
toxiques et/ou cancérogenes, les fabricants et les industries utilisant ces colorants tentent

cependant de réduire I’incidence négative de ces molécules sur 1’environnement

(Vatandoostarani et al., 2017).

De ce fait, il est indispensable de traiter ces déchets avant de les rejeter dans
I’environnement. Plusieurs procédés chimiques et physiques ont été développés pour ces fins
mais restent trés onéreux et peuvent générer des métabolites plus toxiques(Khandare et

govindwar, 2015).

Cependant, la minéralisation compléte des colorants avec des micro-organismes est l'une
des options les plus fiables pour l'assainissement des eaux usées industrielles contenant des
colorants azoiques. la diversité des microorganismes et de leurs différentes voies
métaboliques permet de cibler les principales catégories chimiques de colorants (Mohantyet
al., 2006 ; Sadettin et Donmez 2007; Liu et al., 2011; Saratale et al.,2011; Khalid et
al.,2012; Prasad et Aikat, 2014 )

Parmi les microorganismes présentent un intérét de dégradation des colorants sont les
actinobactéries. Ces dernieres sont des microorganismes procaryotes ayant un pourcentage
de guanine-cytosine élevé (supérieur a 55%) qui les différencie des autres bactéries. En
outre, elles forment phylogénétiquement une branche a part et sont caractérisées par une tres
grande diversité morphologique, pouvant aller de la forme cocci a la forme mycélienne
parfaite (Goodfellow,2012).

Ces micro-organismes peuvent étre étudiés pour leur potentiel de biodégradation et
biorestauration.Les actinobactéries sont particulierement adaptées au traitement des eaux

usées, en raison de leurs différentes voies métaboliques fonctionnant dans un large éventail de
1



conditions environnementales et de la survie dans des conditions extrémes (Lee et al., 2012 ;
Mahajan et Balachandran,2012).

Le présent travail porte sur I'évaluation de la dégradation des colorants synthétiques par
une souche d’actinobactéries du genre Streptomycessous la dénomination BS05, en utilisant le
bleu de méthyle comme colorant azoique, le rouge de congo, colorant bis-azoique et le rouge
de Phénol (colorant azoique utilisé pour contrdler le pH des piscines).



Partie I. Synthese bibliographique

| - Généralités sur les colorants

Les colorants textiles synthétiques sont exclusivement composés de produits organiques.
les colorants textiles peuvent étre classés selon leur composition chimique (azoiques,
anthraquinoniques, au soufre, a base de triphénylméthane, indigoides, a base de

phtalocyanines, etc.) ou selon leur domaine d’application.

Un colorant doit posséder, outre sa couleur propre, la propriété de teindre. cette propriété
résultant d‘une affinité particuliere entre le colorant et la fibre est a 1‘origine des principales
difficultés rencontrées lors des traitements, en effet, selon le type d‘application et
d‘utilisation, les colorants synthétiques doivent répondre a un certain nombre de critéres:
résistance a 1‘abrasion, stabilité photolytique des couleurs, résistance a 1‘oxydation chimique
(notamment aux détergents) et aux attaques microbiennes, (Guivarch,2004), les
caractéristiques propres aux colorants organiques accroissent leur persistance dans

I‘environnement et les rendent peu disposés a la biodégradation (Pagga, 1986).

1.1. Classification des colorants

Contrairement a I’usage établi en chimie organique, la terminologie employ¢e dans le
domaine des colorants n’obéit a aucune régle absolue, une classification rationnelle des
matieres colorantes organiques présente de grandes difficultés. certains auteurs regroupent ces
colorants d’apres leur constitution chimique, en tenant compte de la nature des chromophores
qui les composent: groupement azoique, anthraquinone, triarylméthane et
phtalocyanine(Seyewetz et Sisley, 1896) d’autres les regroupent d’aprés les diversités des
technologies d’application : colorants anioniques (acides, & mordant-acide, directs, réactifs, de
cuve, colorants au soufre) ou cationiques (basiques) (Venkataraman, 1901), Les noms
commerciaux rappellent les nuances, leur emploi principal ou le nom de leur inventeur. Les
chiffres et les lettres qui suivent parfois le nom précisent la nuance ou certaines propriétés

comme la résistance a la lumiére ou a divers agents.

1.1.1. Classification chimique

Le classement des colorants selon leur structure chimique repose sur la nature du

groupement chromophore qui les compose on distingue :



e Colorants azoiques

Les colorants azoiques sont des composés aromatiques, contenant un groupement

azoique (-N=N-) ou plus (colorant diazoiques, triazoiques..polyazoiques)(figure 1).

Ces colorants constituent la plus large classe des colorants synthétiques utilisés dans
les applications commerciales ces derniers, trouvent plusieurs applications dans différents

domaines: textile, alimentaire, cosmétique, papetiére... etc(Chang et Lin, 2001).

Cependant, les composes azoiques sont des composés analytiques utilisés comme des

indicateurs de pH et des indicateurs de complexométrie.
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Figurel:Exemples des groupes chromophores et auxochromes des colorants de

typesazoiques.

e Lescolorants anthraquinoniques

La structure de ces colorants est basée sur le noyau anthraquinone 9,10 qui présente le
groupe chromophore carbonyle:>C=0 sur un noyau quinonique qui est le chromogene (figure
2).

Avec leur large gamme de nuances (toutes les couleurs du spectre du visible) mais
particulierement bleue et turquoise, ces colorants constituent la deuxieme classe de colorants
commerciaux(15% des colorants  synthétiques) (Hunger, 2003).Les colorants
anthragquinoniques completent les colorants azoiques jaunes, orange et rouges (Aspland,
1997).

En effet, ils constituent la classe des colorants présentant la plupart du temps les

meilleures stabilités a la lumiére et aux agents chimiques (Perrin, 1993).
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Figure 2:Exemple de groupe chromophore et auxochrome des colorants de

typesanthraquinonne.

e Lescolorants du diphénylamine et du triphénylméthane

IIs tirent leur appellation de I’Indigo dont ils dérivent. ainsi, les homologues sélénié, soufré
et oxygené du bleu Indigo provoquent d’importants effets hypsochromes avec des coloris

pouvant aller de I’orange au turquoise (Seghir, 2014).

e Les phtalocyanines

Ont une structure complexe basée sur lI'atome central de cuivre. les colorants de ce
groupe sont obtenus par réaction du dicyanobenzeéne en présence d’un halogénure métallique

(Cu, Ni, Co, Pt, etc.) (Ben Mansour et al, 2010).

e Les colorants xanthénes

Le composé le plus connu est la fluorescéine, ils sont dotés d'une intense fluorescence.Peu
utilises en tant que teinture, leur usage est bien établi comme marqueurs lors
d'accidentsmaritimes ou comme traceurs d'écoulement pour des rivieres souterraines, des

flux de rejets... etc(Brown et al., 2000).



1.2. Généralités sur les actinobactéries

Les actinobactéries sont des bactérie symbiotique a Gram positif qui présentent un certain
nombre de caractéristiques analogue a celles des champignons. la plupart d'entre eux se
trouvent dans le sol et incluent certaines des formes les plus typiques de la vie terrestre, jouant
un réle important dans la décomposition de la matiére organique , telle que la cellulose et
la chitine L'adaptation a I'habitat terrestre est tres ancienne, dans le sol ce sont les étres les plus
abondants, représentant en moyenne 64% de la biomasse bactérienne(Mariat, 1958, sans doute
la source la plus riche en petites molécules de la planéte. Leurs composés présentent une
incroyable variété de structures chimiques et d'activités biologiques (dans la nature et en

laboratoire).

Les actinobactéries ont un potentiel pour produire une variété d’enzymes (Jenson et Lauro,
2008), possédant plusieurs applications aussi bien dans I’agro-alimentaire que dans le
pharmaceutique (Schmid et Verger, 1998; Pandey et al,.2000).Ils produisent d’autres
métabolites secondaires dotés d’une large gamme d’activités, telle que les vitamines
(vitamines C, E, et A)(Dekkers et al.,1996;Kaczmarski et al., 1999). Les herbicides, les
pesticides, les antibiotiques (Dasarietal., 2012), les antiviraux (Lee et al.,, 2007) et
antiparasitaires (Pimentel- Elardo et al.,2010).

Plusieurs souches d'actinobactérieont été rapportées avec la capacité de décolorer les
réactifs(l'anthraquinone, la phtalocyanine et les azoiques)(Zhou et al., 1993).

1.3. Traitement biologique

Le traitement des eaux usées textiles par des procédés purement biologiques peut étre possible
méme sans l'inclusion d'autres sources de carbone, par exemple les eaux usées municipales.
Cette question a fait lI'objet de recherches intensives ces derniéres années.Une telle situation
avait déja été prédite par (McKay, 1979) qui concluait que la décoloration par les systemes

biologiques recevrait une attention accrue a l'avenir.
Parmi les nombreux systéemes biologiques disponibles sont:

e Les reacteurs aérobies a boues activées ou a biofilms rotatifs (Shaul et al.,1991; Jiang
& Bishop, 1994).
e Réacteurs aérobies-anaérobies a lit tassé (Schliephake et al.,1993; Line et al., 1994).

e Réacteurs aérobies-anaérobies a lit fluidisé (Seshadri et al.,1994).



e Réacteurs aérobies-anaérobies séquentiels en lots ou a flux continu (Loydet al., 1992 ;
Ganesh et al,. 1994 ; Oxspring et al., 1996).

e Réacteurs anaérobies discontinus (Carliell et al.,1995).



Partie Il. Partie Expérimentale

Matériel et méthodes

1.1. Durée et lieu du travail

Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de Microbiologie de la faculté des
sciences de la nature et de la vie et des sciences de la terre et de ’univers de 1’université
Mohamed EI Bachir El IBrahimi (B.B.A). Notre étude s’est étalée sur une période d’un mois
(avril 2021).

I.2. Produits

e Produits chimiques
Dihydrogénophosphate de potassium(KH,PO,), Nitrite de sodium (NaNO,),

e Colorants

> Blue de méthyléne (formule chimique C,¢H;sN;SC, et une masse molaire de 319,85 g.mol1)

> Rouge de congo (formule chimique C;,H,,N:;OsS,Na,, de masse molaire 696,7 g.mol-1

PH=5,2)

> Rouge de phénol (formule chimique C..H140sS , de mass molaire 354,376 g.mol-1 PH=

6,8)

1.3. Matériel utilisé (ANNEXE 1)

1.4. Materiel biologique

La souche utilisée dans notre étude est une souche d’actinobactéries appartenant au
genre Streptomyces sous la dénomination BS05, elle a été isolée et identifiée par notre
encadrant Dr. SOUAGUI Y. a partir d’un échantillon de sol d’une région aride du sud

algérien, Boussaada


https://fr.wikipedia.org/wiki/Carbone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Oxyg%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Soufre

Figure3: La souche Streptomycessp. BS05

I.5. Préparation des solutions méres des colorants

5.1.Préparation des solutions des sources d’azote et de phosphore

Source d’azote : dissolution de 1g de (NaNO2) dans 9ml d’eau distillée.

Source de phosphore : dissolution de 1 g de (KH2PO,) dans 9ml d’eau distillée (SARR A,
2005).

5.2.Préparation des solutions méres

-Au bleu de méthylene:0,1g de bleu de methyléne dissoute dans un 100 ml d’eau
physiologique.

- Au rouge de Congo:3,06 g de rouge de Congo dissoute dans un 100 ml d’ecau
physiologique.

- Au rouge de phénol:0,1g de rouge de phénol dissoute dans un 100 ml d’eau physiologique.

Bien mélanger les solutions méres des colorants a 1’aide d’un barreau magnétique sur plaque
chauffante jusqu'a I’obtention d’une solution homogéne (SARR A, 2005).



Figure4 :Les solutions meres des colorants utilisés

5.3.Test d’activité

Nous avons réalisé une série de dilutions décimales de chaque solution mére de 107
jusqu’a 10™(Figure 5) (1ml de solution mére dans 9ml d’eau physiologique stérile les tubes

bien mélangés a I’aide d’un vortex) (les tubes et le matériel utilisé ont été stérilises).

Ensuite, nous avons ajouté une source d'azote (NaNOy) et une source de phosphore
(KH,POy), avec un témoin servant pour I’observation de la diminution de la concentration des

colorants.

Enfin, on a inoculé avec la souche d’actinobactéries, Streptomycessp.BS05en exces de

biomasse (pour avoir des résultats visuels et rapides) a 1’aide d’une anse de platine flambée.

Les tubes ainsi inoculés ont été incubés a 28°C pendant 72 heures.

Figure 5: Série de dilutions décimales de chague colorant (RC, BM, RP).
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1.6.Etude cinétique de la biodégradation des colorants

L'étude cinétique a pour objectif de déterminer la vitesse ainsi que les conditions optimales de
biodégradation du colorant utilisé, c'est une démarche qui reléve de la construction d'un

procédé et son optimisation.

6.1. Préparation des tubes

Nous avons réalisé une série de dilutions décimales de chaque solution mére de 10*

jusqu’a 10°® (1ml de solution mére dans 9ml d’eau physiologique stérile) (ANNEXE 1).

ensuite, nous avons ajouté une source d'azote (NaNO;) et une source de phosphore
(KH,PO,), On a choisis six tubes de chaque colorant, bien mélangés puis inoculésavec la
soucheStreptomycessp.BS05), les tubes sont mis ensuite en incubation dans une étuve a 44°C.

la lecture au spectrophotometre a été faite chaque une heure.

le spectre d'absorption des trois colorants a été réalisé a l'aide d'un spectrophotometreUV -
visible avec l'eau physiologique servant de control(blanc), I'absorbance des solutions
préparées a été mesurée a la longueur d'onde maximale. Les résultats obtenus nous
permettront de construire une courbe d’étalonnage servant comme outil de dosage des

colorants étudiés (Figure 6).

11
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Figure 6: La lecture des absorbances pour les six tubes de chaque colorant (RC, BM, RP) au

spectrophotometre (UV-visible).
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I1.Résultats et discussion

11.1.Résultats du test d’activité

Les résultats du test présomptif de la dégradation des colorants sont représentés sur le
tableau 1 et la figure 7. Le test est considéré comme positif (+), lorsqu’une diminution de
I'intensité de la couleur est observée aprés 72 heures d’incubation ; et négatif (-) lorsqu’il y a

absence de diminution de ’intensité de la couleur.

Tableau 1:Résultats du test présomptif de la dégradation des colorants

Colorant rouge de congo bleu de méthyléne rouge de phénol
Dilutions 10° 10° 10 10 10" 10”
Résultats _ + + + + +

o Le test présomptif est considéré positif et particulierement important car il permet de

confirmer la capacité de dégradation et I’effet de cette bactérie sur les colorants utilisés.

Figure7:Résultat du test presomptif

13



I1. 2. Spectre d'absorption des colorants étudiés

On a déterminé 1’absorbance (Amax) des 3 colorants, les longueurs d’ondes maximales
(Amax) des trois colorants sont de 584nm, 664nm et 443 nm pour le rouge de congo, le bleu
de méthyléne et le rouge de phénol, respectivement (ANNEXE I11). Ce qui nous a permis de
tracer les courbes d’étalonnages de ces 3 colorants (ANNEXE I1), afin de pouvoir les utiliser

comme outil de dosage du colorant au cours des cinétiques de biodégradation.

11.3. Cinétiques de biodégradation des colorants

Afin de mettre en évidence l'activité deStreptomycessp.BS05, et le suivi de la dégradation des
colorants, nous avons mis la biomasse en contact avec les colorants avec des quantités

suffisantes en azote et les colorants utilisés servent de source de carbone.

Nous avons fait varier la concentration du tube, le suivi de 1’absorbance en fonction de la

longueur d’onde est représenté dans les figures 4, 5,6(ANNEXE I1).

La représentation de 1’absorbance des solutions des différentes concentrations est linéaire. On

remarque que les absorbances augmentent progressivement en fonction de la concentration.

Les coefficients de corrélation est de 1’ordre de(BM :0,891 RC :0,916_RP :0,994) dont
I’équation de la droite d’étalonnage est (BM :A = 0.300, RC : A=0,158, RP : A =5,825).

Afin de suivre la dégradation des colorants, nous avons suivi 1’absorbance en fonction de

temps (une mesure chaque heure) les résultats sont représentés sur les figures 8, 9 et 10.
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Figure8:Cinétique de dégradation de bleu de méthyléne. (10°) La vitesse enregistrée
avec le bleu de méthylene était de 0,21 mg. L* h™
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Figure9:Cinétique de dégradation de rouge de Congo.( 107)

La souche avait montré une grande aptitude a dégrader le rouge Congo avec une vitesse
cinétique de 0,40 mg. L™*.h™*
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Figure10:Cinétique de dégradation de rouge de phénol .( 10°)

Le rouge de phénol a été dégradé avec une vitesse de 0,01 mg. L. h™.

Il ressort de ces résultats que la vitesse cinétique est linéaire et d'ordre 1. La vitesse de
dégradation du colorant rouge de Congo (0.40 mg.L™".h™ ) est meilleure comparativement
avec celle de dégradation du bleu de méthyléne (0.21 mg.L™* h™ ) et du rouge de phénol
(0.01 mg. L*. h™*.).Cette différence observée est probablement due a la capacité de la souche
Streptomycessp. BS05 de s'adapter a cette nouvelle source de carbone, la bactérie synthétise
donc facilement les outils nécessaires pour la dégradation du rouge de congo en vue de

I'utiliser comme source de carbone.

Les actinobactéries, en particulier le genre Streptomyces, produisent les peroxydas
extracellulaires qui jouent un role primordial dans la biodégradation de la lignine (Oxydation),
aboutissant a la production de composés polymériques hydrosolubles. la capacité des
actinobactéries a décolorer mais aussi a minéraliser les colorants textiles, notamment

azoiques(Zhou et al.,1993)

Ball et al.,1989, ont testé 20 souches d’actinobactéries, représentant un large éventail
de ce genre, pour leur capacite a décolorer le Poly R (colorants alimentaire). Ces auteurs ont
observé que seulement trois souches (Streptomycesbadius 252, Streptomycessp. EC22 et
Thermomonospora fusca MT800) décolorent significativement le colorant.
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Zhou et al., 1993, ont également testé séparément 1’aptitude de 159 actinobactéries a dégrader
les colorants synthétiques. Cette étude a été réalisée dans des conditions aérobies sur des
effluents textiles similaires contenant séparément des colorants réactifs de structures
différentes (le rouge réactif 147 et le bleu réactif 116).Les auteurs ont isolé83 souches

capables de décolorer et de minéraliser ces colorants.

Enfin, un groupe de I’université de 1’Idaho a testé la capacité des microorganismes
ligninolytiques: champignons blancs de putréfaction et Streptomyces, a décolorer et

minéraliser des colorants textiles(Zhou et al.,1993).

14 souches de streptomycetes se sont révélées efficaces sur la dégradation de deux colorants :
le Poly B 411 et le Poly R 478. Les auteurs ont suggéré I’implication de peroxydases dans le

processus de décoloration (Pasti et al.,1990).
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Conclusion

L’objectif de cette étude est d’évaluer la capacité de dégradation de colorants
chimiques par une souche d’ actinobactéries, Streptomyces BS05, afin de contribuer aux

procédeés de traitement des effluents issues de 1’industrie textile chargés en colorants.

Les résultats obtenus au cours de cette étude montrent que les colorants utilisés a
savoir le bleu de méthyléne, le rouge de Congo et rouge de phénol, étaient facilement
biodégradable par la souche d’actinobactériesStreptomycesBS05 avec une meilleure vitesse de
dégradation de rouge Congo (0.40 mg.L™.h™ ) Comparativement avec celle de Blue de

méthylene(0.21 mg. L™ h™), et du rouge de phénol (0.01 mg. L™*.h™.).

Ces bactéries sont largement distribuées dans I'écosystéme et peuvent fonctionner dans
un large éventail de conditions environnementales, ils peuvent avoir une meilleure survie
grace a la présence de différents mécanismes d’adaptation, ces bactéries sont des systemes
enzymatiques efficaces capables de dégrader completement les colorants textiles dans une
large gamme de conditions optimale,par conséquent, la soucheStreptomycesBS05 pourrait étre
appliquée pour le traitement des eaux usée textiles, ceci étant une perspective au présent
travail, afin de compléter et de déterminer la capacité de la souche StreptomycesSB05 de

dégrader les colorants issus de I’industrie textile.
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ANNEXES

ANNEXE I:

Matériel utilisé

e Dans cette étude les mesures spectrophotomeétrique UV visible ont été réalisées a laide
d’un spectrophotométre UV/visible (JENWAY7315) qui permet de suivre la

décoloration des solutions grace a I’absorbance qui s’évoluent en fonction du temps de

traitement

Etuve / Plagque chauffante / Vortex / Barreau magnétique / Micropipette

@Bunsen /Eprouvette / Erlenmeyer / spectrophotometre UV/visible / Tubes a culturey

Figure 1: Matériel utilisé




Figure 2: spectrophotomeétre mesure l'absorbance d'une solution a une longueur d’onde
connue (584nm, 664nm et 443 nm pour le rouge Congo, le bleu de méthyléne et le rouge de
phénol)

Figure 3: Réalisation d’une série des dilutions décimales a partir de la solution mere de
chaque colorant


https://www.futura-sciences.com/sante/dossiers/biologie-vision-viennent-superpouvoirs-superman-1566/page/2/

ANNEXE II:
Déterminer I'absorbance maximal d'une solution coloré
e Spectre d’absorption de la solution

Lambda A dépend de la longueur d’onde A. Pour déterminer la longueur d’onde Amax a
laquelle I’absorbance sera maximale, il faut mesurer I’absorbance de la solution pour un
grand nombre de longueurs d’onde et tracer alors la courbe Lambda A=f(X) qui présente un

maximum Amax lorsque A=Amax.

e Réalisation de courbe d’étalonnage de chaque colorant
Le dosage par étalonnage consiste a déterminer la concentration d’une solution en mesurant

son absorbance.

La loi de Beer-Lambert (A A= ¢ A 1 ¢) nous montre que 1’absorbance AA est proportionnel a
la concentration ¢. En mesurant 1’absorbance de solutions de concentration croissante

(gamme d’étalonnage), on peut donc tracer la droite d’étalonnage A=f(c)

A

.Y

W
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Figure5: Spectre d'absorption du rouge de Congo
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Figure9: Courbe d'étalonnage de rouge de phénol




