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Introduction

Le rejet massif et brutal de polluants toxiques (les métaux lourds) dans
I’environnement, constitue un risque écologique important pour la faune et la flore,
ainsi qu’un danger réel pour la santé de I’homme. La dégradation de I'environnement
due a la pollution, est générale et concerne tous les milieux (air, eau et sol).

Les bactéries disposent de nombreux mécanismes de résistance, plus ou moins
efficaces contre les molécules toxiques auxquelles elles sont naturellement confrontées
dans leur environnement, en particulier certains métaux lourds et antibiotiques.

La dissémination de cette résistance bactérienne aux antibiotiques et aux métaux
lourds, est une préoccupation majeure en santé publique puisqu'elle s'est développée
trés rapidement. Elle a dépassé le cadre clinique pour devenir une problématique
écologique touchant différente compartiments dont le compartiment aquatique (De
Forest et al., 2007, Croteau et al., 2005). Ce dernier compartiment, par la pression de
sélection exercée, verra la dissémination de cette résistance aux agents antimicrobiens
dans les sédiments et les biotes.

Pour faire face a la persistance de métaux lourds dans I’environnement, les
bactéries ont élaborées plusieurs mécanismes qui leur permettent de persister et/ou de
croitre, ces mécanismes ¢étant, dans plusieurs cas, véhiculés par des plasmides (Silver,
1996).

Barcina et al, (1997) et Arana et al,(1997) ont montré que les bactéries
porteuses de plasmides survivent mieux que les bactéries démunies. La possibilit¢ du
transfert de leur caractére de résistance dans I’environnement extérieur a inquiété la
communauté scientifique, a cause des risques écologiques et sanitaires soupgonnés.
Plusieurs études, ont été réalisées afin d’évaluer et de caractériser la résistance aux
métaux lourds et aux antibiotiques chez les bactéries dans différents compartiments y
compris le milieu aquatique (Endo et al., 2002, Martinez et al., 2009).

En plus, de cette valeur écologique et environnementale, cette ¢étude nous
permettra d’isoler des bactéries ayant un potentiel de tolérance a ces métaux et qui
peuvent étre utilisées pour le traitement des effluents synthétiques chargés en chrome.
Le choix de ce métal est dii au besoin de traitement des effluents issus de tanneries ou
d’entreprises métallurgique et a sa toxicité.

Dans ce contexte, I’objectif de notre étude a été divisé en deux parties :

1/ Evaluation et caractérisation de la résistance aux métaux lourds et aux antibiotiques
associés chez des bactéries isolées a partir de poissons d’habitats différents.

2/ Application des bactéries résistantes isolées a I’élimination du chrome VI

Le premier chapitre de notre ¢étude sera consacré a [’étude bibliographique qui
rassemble d’une part des généralités sur les métaux lourds dans le milieu marin et

.
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d’autre part la résistance bactérienne aux métaux lourds et quelques utilisations
biotechnologiques des bactéries résistantes (la bioremédiation).

Le second chapitre s’intéresse a [’étude expérimentale consacrée aux méthodes
utilisées pour [’analyse bactériologique, la recherche et la caractérisation des bactéries
tolérantes et leur application pour I’élimination du chrome.

Le 3°™ chapitre regroupe I’ensemble des résultats et leurs discussions.

Enfin, une conclusion achévera ce travail.
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I-1 -Les métaux lourds

Les métaux lourds sont des éléments chimiques inorganiques, contaminant, présents
de facon naturelle dans les sols. Ils proviennent en grande partie de l'altération de la
roche mere du sous-sol. En effet, l'exploitation des gisements, [I'érosion, les
prélevements d'eau ou les éruptions volcaniques va répandre des traces de ces
¢léments dans I'environnement. Ils peuvent alors devenir toxiques s'ils se retrouvent
en quantités suffisantes dans les organismes vivants.

Toutefois, les concentrations les plus importantes de métaux lourds dans les sols
sont liées a l'activit¢é humaine: stockage de déchets industrielles et urbains (mines et
fonderies de métaux non ferreux, décharges publiques); pollution dues a des
retombées  atmosphériques  (essence ou  plomb, poussicre des  industries
métallurgique, incinération des ordures ménageres...) (figurel, tableau 1).

Apports atmosphériques

- Activité miniére et
Pratiques agricoles .
P/ meétallurgique
- engrais
- \ - Activités mdustrielles

- pesticides .
et urbaines

STOCK INITIAL = fond
géochimique

ROCHES MERES

Figure 1: Origine des métaux lourds (Robert et Juste, 1999).

Tableau 01: Sources anthropogéniques de quelques métaux lourd (Hazrat et al.,, 2013).

Métaux Sources
lourds
As -pesticides et préservation du bois
Cd -peinture et pigment, stabilisants de plastique, fertilisants phosphatés...etc.
Cr -tanneries, industrie textile, pesticides, fertilisants...etc.
Cu -pesticides, fertilisants
Hg -combustion de charbon, déchets médicaux, activités miniéres
Ni -effluents industriels, instruments chirurgicaux, batteries d’automobile
Pb -combustion de carburant a plomb, batteries, herbicides et insecticides
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D'un point de vue biologique, deux types de métaux lourds peuvent étre distingués
en fonction de leurs effets physiologiques et toxiques :

» Meétaux essentiels
Les métaux essentiels sont des ¢éléments indispensables a 1’état de trace pour de
nombreux processus cellulaires (Loué, 1993). IIs interviennent dans de nombreuses
réactions enzymatiques et joue un réle important dans le métabolisme des protéines,
des lipides et des glucides.  Cependant, au-deld d’un certain seuil, ils peuvent
devenir toxiques. (Kabata et Pendias, 2001).

» Meétaux non essentiels
Ils ont un caractére polluant avec des effets toxiques pour les organismes vivants
méme a faible concentration. Ils n’ont aucun effet bénéfique connu pour la cellule,
c’est le cas du plomb (Pb), du mercure (Hg) et du cadmium (Cd) (Chiffoleau ez al,
2004).

1.1.1.Toxicité des métaux lourds

I.1.1.1. Impacts sur P’environnement: La présence des métaux lourds dans I’air, le
sol et l’eau représente une menace pour l’environnement et la santé humaine. Les
principales menaces des métaux lourdssur la sant¢é humaine sont associées a
I’exposition au Pb, Cd, Hg et I’As.(Ghosh, 2010).

En plus de leur toxicité, les métaux lourds ont un long temps de séjour dans
I’environnement, une longue demi-vie biologique. D’autre part, D’introduction des
métaux lourds, sous diverses formes dans [’environnement, peut produire des
modifications considérables dans les communautés microbiennes et leurs activités
(Nithya et al., 2011).

a)Les métaux lourds dans D’eau: L’eau transporte les métaux lourds et les insére
dans les chalnes alimentaires. Méme si ces derniers sont le plus souvent présents a
I’état de traces, leur toxicit¢ se développe par bioaccumulation dans les tissus
vivants. Les métaux lourds dispersés sont immobilisés par adsorption sur les
minéraux argileux et hydroxydes de Fe et Mn ou absorbés par les algues a un niveau
trophique inférieur dans la chaine alimentaire. Ces métaux lourds peuvent
s’accumuler dans des niveaux supérieurs dans les chaines alimentaires et provoquent

des dommages (Kaimoussi et al., 2005).

b) Les métaux lourds dans le sol : La contamination des sols par les métaux lourds
est un grand probléme environnemental dans le monde, cette contamination présente
des risques considérables pour la sant¢ publique et les écosystémes (Sheng et al,
2008). IlIs peuvent avoir des effets importants sur les populations microbiennes
indigénes. Ils peuvent réduire la biodiversité microbienne, limiter leur reproduction,
et leur activit¢ comme la fixation de 1’azote dans les rhizobiums. Chaque métal a des
bio-fonctions uniques ou bio-toxicités. Par exemple, le cuivre peut faire augmenter
la croissance microbienne a faibles concentrations mais a fortes concentrations, il
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I’inhibe. En revanche, le cadmium a une toxicité élevée méme a faible concentration
(Gehong et al., 2009).

I.1.1.2-Impacts sur la santé humaine :

Les métaux lourds ont des effets néfastes sur la sant¢ humaine et la contamination
des chaines alimentaires par les métaux lourds mérite une attention particuliere. De
nombreux métaux lourds et métalloides sont toxiques et peuvent provoquer des
effets indésirables et des problémes séveéres pour I’homme, méme a de trés faibles
concentrations (Memon et Schroder, 2009).

D’un point de vue toxicologique, les métaux les plus toxiques sont : Hg, Cd, Pb, As,
Cu, Zn, Sn, et le Cr. La toxicité des métaux varie aussi selon la dose et la durée
d’exposition. Une exposition de courte durée a des concentrations élevées cause des
syndromes aigues, alors qu’une exposition de longues durées a de faibles
concentrations, provoque des troubles chroniques. La gastroentérite, la pneumonie et
I’insuffisance rénale et hépatique sont les troubles les plus fréquemment observés en
cas d’exposition de longue durée a un certain nombre de métaux (cadmium, cuivre,
plomb, zinc)(Naithani et Kakkar, 2005).

I.1.1.3-Impacts sur les organismes aquatiques

La contamination par des métaux peut avoir des effets toxiques sur la vie
aquatique.A faibles concentrations, beaucoup de métaux lourds peuvent inhiber la
photosynthése et la croissance des microorganismes (Burnol et al, 2006), Aussi des
effets indésirables ont été¢ observés chez les poissons, les mollusques et les crustacés
qui se manifestent par un retard du développement embryonnaire, des
malformations, une croissance tardive des adultes (Zhao et al, 2000), des
perturbation de la reproduction et 1’augmentation ou la baisse du taux des bio
marqueurs de défenses (Huynh, 2009).

1.2- Les bactéries et les métaux lourds

Une substance est dite toxique lorsqu’une fois mise en contact avec un organisme
vivant, engendre une réaction spécifique ou un stress perturbant les fonctions
physiologiques de 1’organisme, accompagné d’effets néfastes touchant méme leur
descendance (Wright et Welbourn, 2002). Gadd (1992) définit la tolérance comme
la capacit¢ de faire face a la toxicit¢ des métaux aux moyens des propriétés
intrinséques des organismes. En parallele, il décrit la résistance comme la capacité a
survivre aux métaux toxiques par des mécanismes de détoxication en réponse directe
a la présence de métaux dans I’environnement (Hobman et al., 2007).

Les métaux essentiels  participent au fonctionnement métabolique des cellules en
tant que constituants d’enzymes ou constituants structurels (exemple de la
membrane). La concentration et la spéciation du métal déterminent si celui-ci est
utile ou nocif a la cellule. C’est pourquoi les bactéries ont développé différentes
stratégies de défense pour se protéger contre la toxicit¢é des métaux a savoir: Le
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systtme d’efflux, DI’imperméabilité¢, la séquestration, la bioaccumulation et Ila
(Gadd et Smith, 2000; Pagés et al, 2007; Nies, 2003). Les
déterminants génétiques impliqués dans ces mécanismes sont soit présents dans le
génome de la bactérie, on parle alors de résistance intrinséque (ou naturelle)
(Lozniewski et Rabaud, 2010); soit acquis suite a un transfert horizontal (via des
plasmides, des transposons et tout ¢lément mobile) ou une mutation sélectionnées
sous l’effet d’une pression de sélection,
(Livermore, 2003).

détoxification

on parle alors de résistance acquise

1.2.1. Les Mécanismes de résistance aux métaux lourds

Les bactéries tolérantes aux métaux lourds ont développé divers mécanismes de
résistance (Figure2) qui sont codés par des genes situés sur les chromosomes, les
plasmides de tailles différentes, ou les transposons.
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Figure 2. Exemples de quelques mécanismes de résistance bactérienne aux métauxlourds

(Srivastava et Kowshik, 2013).
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1.2.1.1. Modifications dans la paroi cellulaire

La membrane ou [D’enveloppe d’un microorganisme sont des barricres de la
perméabilit¢ membranaire. Ce mécanisme est une tentative effectuée par
I’organisme pour protéger les composants cellulaires essentiels sensibles aux métaux
(Rouch et al., 1995).

1.2.1.2. Séquestration

C’est la premicre ligne de défense pour immobiliser rapidement les métaux et éviter
leur effet toxique, dans la cellule (intracellulaire) ou sur la surface externe de la
membrane (extracellulaire).

1.2.1.2.1. La séquestration intracellulaire

La séquestration intracellulaire ou bioaccumulation correspond a [’accumulation de
métaux dans le cytoplasme pour en diminuer la biodisponibilit¢ et préserver les
composants cellulaires essentiels. Elle se fait par I’association des métaux comme le
mercure, le cadmium, le plomb, le zinc, I’argent et le cuivre avec des protéines de
haute affinit¢é pour les ions métalliques de type métallothionéines (Bruins et al,
2000; Blindauer et al, 2001) , dont la principale fonction est de régulerles
concentrations intracellulaires de certains métaux tels que le cuivre et le zinc
(Nezengue, 2008)..

Tres peu de métallothionéines ont été décrites chez des bactéries d’origine marine.
Une métallothionéine est utilisée par la protéobactérie marine Marinobacter sp.pour
détoxifier le cadmium (Ivanova et al, 2002) et cette protéine est codée par le gene
smtAchez une cyanobactérie du genre Synechococcus(Ji and Silver, 1995).

1.2.1.2.2. La séquestration extracellulaire

La séquestration extracellulaire correspond a deux processus cellulaires, la
biosorption et la minéralisation biologique. La biosorption se produit par
I’interaction des métaux avec les groupements anioniques de la paroi cellulaire
(groupements thiol, hydroxyle, carboxyl, sulfonate, amine, amide, phosphonat) ou
par association a des substances polymériques extracellulaires (polysaccharides,
protéines, acides nucléiques ou acides gras) (Scott et Palmer, 1988, 1990). La
biominéralisation fonctionne en formant des cristaux qui vont s’adsorber de fagon
non spécifique sur la paroi cellulaire. Les substances polymériques extracellulaires
(EPS) constituent une barriére protectrice hautement hydratée qui joue un rdle dans
la survie des Dbactéries puisqu’elle permet de tamponner les variations
physicochimiques du milieu naturel, la résistance aux antibiotiques, la capture des
minéraux essentiels et des nutriments et la biosorption des métaux (Harrah et al,
2006 ; Comte et al., 2008; De Philippis et al., 2011).

-
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1.2.1.3. La conversion enzymatique: Détoxification

La conversion par des enzymes oxydo-réductrices et métal-spécifiques consiste a
transformer un cation métallique en un ¢élément de niveau d’oxydation moins
toxique ou sous une forme soluble qui peut étre efficacement éliminée par la cellule.
En effet, pour éviter la réoxydation des composés métalliques réduits, les métaux
doivent pouvoir diffuser a DPextérieur de la cellule grace a un systeme d’efflux
(Wakatsuki, 1995). Le cas le plus étudié est le mécanisme de détoxification du
mercure codé par des éléments mobiles. Il consiste en la captation des ions mercure
codé par des éléments mobiles. Il consiste en la captation des ions Hg?'via la
protéine périplasmiqueMerP et leurtransport dans la cellule par la protéine MerT qui
forme un canal dans la membrane interne, puis I’ion Hg'? sera réduit dans le
cytoplasme par MerA, en mercure métallique (Hg) non toxique et volatil(Hobman
et Brown, 1997).

1.2.1.4. Systéme d’efflux

L’accumulation des cations métalliques peut étre diminuée par [’intermédiaire de
systtmes d’efflux des ions au travers des membranes cellulaires. Cette extrusion
active fait intervenir des transporteurs qui ont une importante spécificité pour les
ions métalliques qu’ils transportent via des sites de reconnaissance de haute affinité
(Blériot et al., 2014 ; Boucharia, 2022).

Deux systemes de transport actif ont ét¢ décrits chez les bactéries a Gram-
négatif: Les transporteurs primaires couplés a [’hydrolyse de I’ATP (transporteurs
ABC, ATPase de type P) et des transporteurs secondaires soumis au gradient
chimio-osmotique (protéines RND, CDF) (Nies et Silver, 1995 ; Boucharia, 2022).

1.2.1.5. Co-sélection de la résistance aux métaux lourds et aux antibiotiques

Différentes ¢tudes ont montré une corrélation positive entre la présence de métaux
lourds dans un écosysteme clinique ou environnemental et la résistance a la fois a
ces métaux et aux antibiotiques chez les bactéries (Perron et al, 2004 ; Baker
Austin et al, 2006 ; Martinez et al, 2009). Cette co-sélection peut étre le résultat
d’une co-résistance, d’une résistance croisée ou une co-régulation (Figure 3)(Baker
Austin et al., 2000) .

-



Synthése Bibliographique

Periplasm

strB

Tet/Co2 "
—E}— Tet/Co2* III]M\ Cytoplasm
(i) {pHCM1) II|
!

merE

Antibiotic H*(Na)* Quin merD)
MATE Trim _L
2+ Chlor _-‘-_ 4 — Imipenem
—)|opD

(jr_{:fz* CE:' mex openon \ |
(i) >|:>—— -
£Zc operon oprD
Co?*
Zn?* e

TRENDS In Microbiolagy

Figure 03 : Exemple de mécanismes de co-sélection de la résistance aux métaux lourds et
aux antibiotiques (D’aprés Baker-Austin et al., 20006).(i) : résistance croisée : le méme
systeme biochimique confere la résistance a [’antibiotique et au métal (tétracyclines et cobalt
Co), (ii) co-résistance : présence des déterminants génétiques sur le méme plasmide (exemple
streptomycine strB et mercure mer), (iii) co-régulation : plusieurs systemes de régulation sont
liés sur le plan transcriptionnel. Exemple de [’opéron czc (résistance pour Co, Zn et Cd) et
opéron mex oprD responsable de 'imperméabilité (quinolones, trimethoprime et
chloramphénicol)

> La co-résistance: observée lorsque les déterminants génétiques de
résistance aux métaux et aux antibiotiques sont portés par le méme ¢élément
génétique mobile (plasmide, transposon, ..).Exemple connu, le transposon Tn21 qui
porte 1’opéron mer (résistance au mercure) et des geénes de résistance aux
antibiotiques exemple aadAl(résistance a la streptomycine) (Liebert et al, 1999,
Baker-Austin et al, 2006).

» La résistance croisée: observée lorsque le méme mécanisme de résistance
permet a la fois la résistance a un métal et a un antibiotique. C’est notamment le cas
de certaines pompes a efflux telle TetL qui confére la résistance a la tétracycline et
au cobalt (Baker-Austin et al, 2006) et la pompes a efflux MexGHI-OpmD
présente chez P. aeruginosa, qui permet la résistance au vanadium (V), a la
tétracycline et a la ticarcilline+a I’acide clavulanique(Aendekerket al., 2002).

> La co-régulation, quant a elle, s’observe lorsque la régulation d’un
mécanisme, induite par la présence d’un métal ou d’un antibiotique, régule
également un autre mécanisme, conférant les deux résistances (Perron et al,
2004, Baker-Austin et al, 2006). Perron et al,2004) ont montré que des
souches P. aeruginosa résistantes au Zn ¢étaient également résistantes non
seulement au Cd et au Co mais également a I’imipenéme (Béta-lactamine). Cette
double résistance implique le systtme de régulation a deux composants CzcR/CzcS
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qui en présence du métal va d’une part, induire 1’expression de la pompe a efflux
CzcCBA permettant D’efflux du Zn, Cd et Co et d’autre part réprimer I’expression
de la porine OprD, responsable notamment de I’entrée de I’imipenéme dans la
cellule (Perronetal., 2004).

1.3. Application des bactéries résistantes au traitement des eaux chargées en
métaux lourds : Cas du chrome

Contrairement aux composés organiques, les métaux lourds persistent longtemps et
ne peuvent pas étre dégradés. La dépollution des sols ou des eaux implique des
processus qui visent a réduire leur biodisponibilit¢é (et donc leur toxicité), tout en
¢vitant leur transfert vers les nappes phréatiques ou les chaines alimentaires.

L’isolement de bactéries résistantes aux métaux lourds est la premicre étape vers la
mise en place d’un procédé de dépollution (Jones, 1998; Watanabe, 2001). Ces
micro-organismes sont capables de résister aux éléments toxiques auxquels ils ont
été exposés. Ils peuvent étre utilisés pour décontaminer les eaux contaminées par des
procédés in situ ou exsitu, en les éliminant ou en les immobilisant (Lovley et
Coates, 1997). L’investigation de leurs mécanismes moléculaires de résistance
permettrait a terme de développer des Dbactéries transgéniques spécifiques et
optimisées pour chaque type de polluants (Vavasseur et al., 2003).

Les métaux précipités par les bactéries peuvent alors étre récupérés par
sédimentation ou filtration. La propriét¢ des EPS capables d’adsorber les métaux
offre des perspectives prometteuses pour le développement de nouveaux
biomatériaux pour la remédiation de zones contaminées. (Bauvais, 2015).

Des phénomenes de biominéralisation en aérobiose ont également été décrits chez
Pseudomonas aeruginosa ainsi que chez diverses souches affiliées aux genres
Citrobacter, Rahnella, Bacillus et Arthrobacter. Chez ces bactéries, la formation
intra- ou extracellulaire de précipités minéraux insolubles de phosphate d’uranyle a
¢été observée (Pollmanet al., 2006).

Chez Citrobacter, ce phénoméne de biominéralisation peut avoir lieu méme si les
bactéries sont mortes, ce qui permet d’envisager I’utilisation de ces cellules comme
picges a l'uranium pour la décontamination des solutions aqueuses (Renningere?
al., 2004).
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I.3.1. Traitement des eaux chargées par le chrome IV.
1.3.1.1. Le chrome, propriétés physicochimiques

Le chrome est un métal blanc, brillant et non magnétique, il appartient au groupe
(VI-B) de la classification périodique des ¢léments de transition (Shanker et al,
2005). La spéciation du Cr(VI) et (III) dépend de plusieurs parametres comme le pH
et leur concentration.

Selon le potentiel d'oxydoréduction et le pH dans le sol, le chrome peut exister en
quatre états, a savoir: deux formes trivalentes(Cr’" et CrO*) et deux formes
hexavalentes (Cr.07* et CrOs*). Dans les milieux naturels, le chrome hexavalent est
principalement sous la forme de CrOs*et la majeure partie du chrome trivalent est
incluse dans des hydroxydes ou dans des complexes avec des ligands organiques
(Bradl, 2005).

Le chrome est connu pour intervenir dans différentes réactions chimiques et
biologiques qui peuvent modifier sa spéciation et par conséquent son comportement
dans I'environnement. Il peut y avoir réduction du Cr(VI) ou oxydation du Cr (II)
(Hellerich et al., 2008).

La réduction du Cr(VI) peut avoir lieu en conditions standards en présence de fer
ferreux Fe(Il), de composés soufrés réducteurs ou de matiére organique telles que les
acides fulviques et humiques. La réduction peut é&tre aussi photochimique ou
biologique (Losi et al.,1994).

L’oxydation du Cr (III) est moins courante car elle exige la présence d'un couple de
potentiel redox plus ¢levé que celui du couple Cr(VI)/Cr (III). Cependant, les
concentrations de Cr (III) en solution sont quasiment nulles dans les conditions
environnementales courantes car le chrome trivalent précipite presque completement
sous forme de Cr(OH)3(Pillai et Archana, 2012).

1.3.1.2. Le chrome dans l'environnement

Le chrome est présent dans l'environnement de maniere ubiquiste. Sa présence peut
étre d'origine naturelle ou le résultat des voies anthropiques. Il se retrouve dans
divers milieux environnementaux, a la surface comme dans les eaux souterraines,
I'eau de mer, le sol et les sédiments et l'air. Le chrome a été découvert en 1797 dans
un minerai de plomb rouge en Sibérie par le chimiste francais Nicholas Louis
Vauquelin (Shanker et al, 2005). Les quantités de chrome détectées dans
I’environnement sont liées pour l'essentiel a des émissions d'origine industrielle. Les
déchets contenant du chrome sont considérés comme problématiques en raison de
leur comportement dans les couches profondes du sol lorsqu'ils sont stockés dans
des décharges. En milieu alcalin, on estime que la stabilit¢ des chromates peut
atteindre 50 ans, et qu'ils peuvent migrer vers les nappes aquiferes, méme au travers
de sols cohérents. La combustion de boues contenant des composés chromiques doit
étre évitée en raison du risque de formation de chromates.

-
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Dans les systémes aquatiques, la toxicit¢ des dérivés solubles du chrome varie en
fonction de la température, du pH, de la duret¢ de l'eau ainsi que des especes
d'organismes aquatiques concernés. Les chromates ont une bonne solubilit¢é dans
I'eau, mais dans le milieu naturel, ils se transforment aisément, en présence de
matieéres organiques oxydables, en composés de chrome(Ill), lesquels sont stables et
de moindre hydro-solubilité

La concentration maximale acceptable dans I'eau potable est de 50 pg/L selon
I'OMS (2004). Dans les eaux douces (rivieres, lacs, eaux souterraines) : OMS IPCS
(1988) :1 a 10 pg/L.

1.3.1.3. Toxicité du chrome

Le chrome comme les autres métaux lourds est I'un des polluants les plus persistants
dans I'environnement, sa présence dans l'air; le sol et l'eau est connue comme une
source de menace croissante pour l'environnent et la sant¢ humaine. Le chrome
métal et le chrome trivalent ne sont pas toxiques. Cependant, et a cause de sa
solubilité, le chrome hexavalent, qui se retrouve en interaction avec beaucoup
d'organismes aquatiques et terrestres sans oublier 1'homme, peut entrainer des
inflammations des muqueuses et des ulceres, est cancérigéne (Xu et al, 2014 ). Les
organes ou la concentration en chrome est la plusélevée sont le foie, les reins, la rate
et les os (Kushwaha et al, 2012).Le chrome (VI) a également, un effet toxique sur
les bactéries saprophytes et nitrifiantes; sur les champignons filamenteux, les algues
et sur le phytoplancton par I’altération du matériel cellulaire, du métabolisme et des
réactions physiologiques (Thatoi et al., 2014).

1.3.1.4. Elimination du chrome
1.3.1.4.1. Les techniques physico-chimiques

Plusieurs procédés ont été utilisés pour I'élimination et la récupération du chrome.
Nous distinguons les procédés physico-chimiques représentés par: 1'électro-osmose
et la migration électrolytique (Pamukcu,1992), les procédés membranaires : ultra et
nanofiltration (Husnain et al, 2016), 1’adsorption (Jain et al., 2010), I'échange
d'ions et les résines (Li et Xue,1001) et les procédés biologiques basées sur
I’utilisation de microorganismes in situ ou dans un bioréacteur (Monachese et al,
2012).

1.3.1.4.2 Les procédés biologiques

Certaines bactéries peuvent réduire le Cr (VI) en aérobiose : ex Thermus
scotoductus SAO1. D'autres peuvent la réaliser en anaérobiose c'est le cas de
Aerococcus sp(Srinath et al, 2001). Plusieurs ¢études ont montré la capacité¢ de
souches a Gram négatif a réduire le Cr (VI) a savoir: Providenciasp (Thacker,
2006);Serratiamarcescens(Campos, 2005);Pseudomonas putida(Ishibashi,
1990),Thiobacillusferrooxidans(Sisti,  1996) et  Ochrobactrumintermedium  CrT-

-
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I(Faisal, 2005) et d’autres a Gram positif tel que Bacilluscereus S-6 (Faisal, 2005)
et Nesterenkoniasp MF2 (Amoozegar, 2007).

Si les déterminants génétiques de la résistance au chrome (génes du systeme de
transport du sulfate et géne de protéine d'efflux ChrA) sont assez bien connus, ceux
de la réduction le sont beaucoup moins. Certains auteurs pensent que le déterminant
est port¢ par un plasmide. Ce serait le cas pour Pseudomonas mendocina MCM B-
180 (Dhakephalkar et al, 1996). Si les déterminants sont assez peu connus c'est
aussi parce que les mécanismes de réduction du chrome sont nombreux et tres
diversifiés. Il peut s'agir dune réduction directe (ou enzymatique); ou d'une
réduction indirecte par l'intermédiaire de certains métabolites cellulaires. Il existe
tout d'abord le cas particulier des bactéries sulfato-réductrices (BSR) qui réduisent le
Cr(VI) avec de I'H2S en condition anaérobie. L'hydrogénase permet d'oxyder H: en
H+, les électrons cédés par l'hydrogeéne sont transférés au cytochrome C3 qui les
ceéde alors au Cr(VI) aulieu de réduire le sulfite (réduction indirecte) (Barrera-Diaz
et al, 2012).
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Chapitre II : Matériel et méthodes

Ce travail rentre dans le cadre des activités de recherche de 1’équipe
microbiologie-biotechnologie-LCVRM a  I’ENSSMAL. I  a pour  objectif
I’évaluation de la résistance aux métaux lourds chez des bactéries isolées a partir de
différents poissons et I’isolement et la caractérisation de ces derniéres d’une part et
I’application de certaines de ces bactéries dans le traitement des eaux contaminées
par les métaux lourds et particulierement le Chrome.

II.1-Les outils de travail

L’ensemble du matériel et consommables utilis€ dans cette étude est listé dans le
tableau 02

Tableau n° 02: Les outils de travail utilisés

Appareillages et Consommables Solution et réactifs
Equipements

-Auto clave - Sachets en plastique - fuschine

-Vortex -Boites Pétri - lugol

-réfrigérateur -mixeur - Acétone

-Balance analytique -Portoirs - Violet de Gentiane

-pHmétre -Marqueur et étiquettes - L’eau distillée stérile
- Etuves -Tubes a essai - Galeries Api20E
-Plaque chauffantes -Pipettes Pasteur - Alcool absolu
- Plaques agitatrices -Bécher - Gélose Mac conkey
-Bec bunsen -Papiers filtre - Gélose Hektoen
-centrifugeuse -Flacons en verre - Muller Hinton
-spectrophotométre -Pissette - BEA
-Erlen Meyer -gélose au cétrimide
-Poires - huile de vasline

-Barreaux magnétiques
-Entonnoir

-Burette

-Anse de platine
-Micropipettes
-Eprouvette

-huile d’émersion
-disques d’oxydase
-antibiotiques en poudre
-Acide sulfurique
-diphényl-carbazide
- K,Cr 04

-CuSO4

-CdCl

-ZnSOq4

-HgCl,

-PbNO:s.

o



I1.2- Echantillonnage et site d’études
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Le travail a concerné 1’étude de la résistance aux métaux lourds chez deux types de
poissons : un pélagique qui est la Sardine « SardinaPilcardus » et 1’autre démersale
qui est le rouget de vase « Mullus barbatus » provenant de la zone de Bouharoun.
Trois échantillonnage ont été effectués les 23/02/2023 ,02/03/2023 et 04/03/2023

La zone de Bouharoun est une commune de la wilaya de Tipaza en Algérie,
bouharoun est une petite ville coOtiére connue par son port et ses sardines, Le

territoire de la commune de Bouharoun est situ¢ au nord-est de la wilaya de Tipaza,

a environ 20 km a I'est de Tipaza
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Figure 04 :1a localisation de la zone
bouharoun

algerhttp:llwww.Iesoirdalgerie.comlarticlesl201 1/08/01/print-16-
120839.php

Bou-Haroun

Informations

Pays Algérie
Région

Wilaya Tipaza

Daira Bou Ismail

Code postal 42425

Population 9922 hab. (2008)
Superficie

Densité hab./km?

Nom des habitants Bouharounais
Altitude 214 m

Point culminant

Coordonnées (long/lat) 2°40'00"E - 36°37'00"N

Figure 05 : la carte de la zone bouharoun

. http://lwww.lesoirdalgerie.com/articles/2011/08/01/print-16-120839.php
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» La sardine : Sardina pilchardus

La sardine est une espéce pélagique grégaire dont la répartition est conditionnée
surtout par la température et notamment par la richesse en plancton, La sardine,
Sardina pilchardus, est rencontrée en Atlantique Nord, en Méditerranée et en Mer
Noire ; Généralement elle est présente a des profondeurs de 30 a 55 m la journée et
remonte a 15 a 35m de profondeur la nuit

Les sardines se nourrissent de zooplancton, principalement de copépodes,
cladocéres, larves de crustacés, euphausidae (krill) et de phytoplancton. Ce dernier,
représenté entre autres par des Diatomées, est surtout abondant dans les contenus
stomacaux des larves et des jeunes individus (Sahnouni, 2012).

La position systématique du poisson est la suivante (Chlaida, 2009):
eEmbranchement : Vertébrés

e Classe : Ostéichtyens

Sous-classe : Actinoptérygiens

Ordre : Clupéiformes

Famille : Clupeidae

Genre : Sardina

Espece : Sardina pilchardus

Figure 06:Sardina pilchardus(Benguendouz, 2017).

>  Rouget de vase : Mullus barbatus

Mullus barbatus poisson démersal sur fonds de vase, de sable ou de gravier, et
méme rocheux du plateau continental et du bord du talus de 10 a 300 metres
(Djabali et al., 1993). Il est tres fréquent en méditerranée.

En Algérie, Dieuzeid R., (1959) mentionne que le rouget de vase est commun sur
les fonds vaseux jusqu’a 150 metres de profondeur et se trouve ¢également en
bordure  des  prairies de  zosteres et de  posidonies, il se  nourrit
de crustacés benthiques, de vers polychétes et de mollusques.

eEmbranchement ;: Chordata
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Classe : Actinopterygi

Sous-classe : Teleostei

Ordre : Perciformes

Famille ;: Mullidae

Genre : Mullus

Espéce : Mullus Barbatus

Figure 07 : La morphologie de Mullus barbatus

Benguendouz, 2017

I1.3-Préparation de la solution meére

25g de poisson lavé ont été mixés dans 225ml d’eau peptonnée tamponnée. Apres
une revification de 10min, les dilutions de 10 en 10 ont été réalisées dans de 1’ecau
peptonnée tamponnée (Delarras et al., 2010).

1I-4-Evaluation de la résistance aux métaux lourds

Dans notre étude nous avons évalué la tolérance ou la résistance des bactéries a six
métaux lourds choisis selon leurs utilisations, disponibilités, toxicité et importance.
Il s’agit du (CuSos), (ZnSo4), (CdClz), (HgCl2), (K2Cr207) et (PbNOs;) avec des
concentrations finales respectives de 400 pg/ml, 400 pg/ml, 200 pg/ml, 50 pg/ml,
1600 pg/ml et 3200 pg/ml. La préparation des boites a été réalisée selon la méthode
de dilution en milieu gélos¢ (Macconkey pour les coliformes et Mueller Hinton
pour la flore totale).

0.1ml de I’échantillon ou des dilutions a été¢ ensemencé a la surface des milieux gélosés avec

ou sans métaux lourds. Aprés une incubation a 37°C pendant 24 a 48h, la prévalence de la
résistance aux métaux lourds a été¢ déterminée comme suit :

Pour la flore totale :

Taux de résistance de la flore totale (%)= Nombre de bactéries sur boite MH avec
métaux/nombre de bactéries sur boites MH sans métaux*100

Pour les coliformes totaux :

Taux de résistance des coliformes (%) = Nombre de bactéries sur boite Mckonkey /nombre

de bactéries sur boites Maconkey sans métaux*100

II.5-Conservation et mise en place d’une collection de souches résistantes aux
métaux lourds

E
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Des colonies bactériennes résistantes aux métaux lourds ont subi une série de
repiquage sur milieu contenant les mémes métaux lourds afin de les purifier et de
confirmer leur résistance avant de les conserver. Les cultures pures ont été
conservées dans des tubes de conservation.

11.6-1dentification des bactéries résistantes

L’identification des bactéries résistantes conservées s’est basée selon le cas sur les
tests suivants :

I1.6.1- La coloration de GRAM :
La coloration de Gram permet de déterminer deux grands groupes bactériens (Gram
positif et Gram négatif), elle nous permet aussi de reconnaitre la morphologie et le

mode de regroupement des bactéries, les étapes de la méthode sont comme suit
(Joffin et Leyral 2006) :

* Préparation du frottis bactérien : Prélever une jeune colonie bactérienne (de 18-
24h) a identifier et 1’étaler sur une goutte d’eau a 1’aide d’une anse de platine puis la
fixer par simple passage sur la flamme du bec bensun.

* Coloration au Violet de Gentiane: Chaque frottis fixé est coloré pendant une
minute au Violet de Gentiane puis laver a I’eau courante.

*Mordangage : Traiter durant une minute & une minute et demi la lame par une
solution de Lugol, puis laver a I’eau courante.

*Décoloration: Faire couler 1’alcool durant 10 secondes sur la lame puis laver
immédiatement a 1’eau courante. A ce stade les cellules & Gram négatif seront
incolores, les cellules a Gram positif restent violettes.

* Recoloration: en rajoutant de la fuchsine pendant 1 min, puis rincer et sécher la
lame.

* Lecture : Examiner le frottis au microscope optique en ajoutant une goutte d’huile
a immersion (au Gx100). Les bactéries a Gram positif sont colorées en violet alors
que les bactéries a Gram négatif sont colorées en rose. Celles-ci different de part la
composition de leur paroi, notamment par 1’épaisseur du peptidoglycane ou de la
présence d’une paroi externe. Cette coloration nous permet également de définir la
forme et I’arrangement des cellules bactériennes.

I1.6.2-Identification biochimique des bacilles 2 Gram négatif : Galerie API20E

Apres confirmation du GRAM, les souches a GRAM négatif de forme bacille ou
cocobacille ont ¢ét¢ identifiées au moyen de galerie API20E (BioMérieux, Inc.
France)

*La galerie Api20E : Est un systtme pour I’identification des entérobactéries et
autres bacilles a Gram négatif, elle comporte 20 micro tubes contenant des substrats
déshydratées. Les tests sont inoculés avec wune suspension bactérienne qui
reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la période d’incubation se
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traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par I’addition de réactifs. la

lecture de ces réactions se fait selon les recommandations du fournisseurs(Figarella,
J. 1998).

*Test de I’oxydase

L’oxydase est une enzyme qui intervient a la fin de la chaine d’oxydo- réduction
pour catalyser la fixation de I’H> et des électrons sur 1’Oz. Sa recherche est basée sur
I’oxydation de I’oxalate de diméthylparaphényléne diamine.

Le test a été réalis¢ a 1’aide d’un disque de commerce prét a 1’emploi, imprégné
d’eau distillée sur lequel a été déposée une colonie. La réaction positive (oxydation
du substrat contenu dans le disque) se traduit par 1’apparition d’une coloration
violette a 1’endroit ou la colonie a été¢ déposée (Delarras, 2007).

La lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture (annexe Ol ),
Les tests sont regroupés en groupe de 3 et une valeur de 1, 2 ou 4 est indiquée pour
chacun. Additionner a D’intérieur de chaque groupe les nombres correspondants aux
tests positifs, on obtient un nombre de 7 chiffres qui sert de code d’identification
(Guiraud, 2003).

Le code numérique obtenu permet d’identifier la souche étudiée en se référant au
catalogue ou au logiciel d’identification « identification.xls »

Prélevement d’une colonie a
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le tube et la cupule. recouvrir avec I’huile de vaseline
(CIT /VP /GEL) (ADH/LDC/ODC/H,S/URE)

Figure 08: Identification biochimique Galerie API20E.
I1.6.3-1dentification des cocci a GRAM positif

6.3. Identification des cocci a GRAM positif
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Les cocci a Gram positif peuvent appartenir au genre Staphylococcus (catalase-
positif), qui se présente sous forme de grappes, ou Streptococcus (catalase-négatif),
qui se présente en chaines (Sizar, Unakal, 2022).

6.3.1. Recherche des Staphylocoques sur Chapman:

Aprés coloration de GRAM, les souches cocci a Gram positif avec mode
d’enchainement en amas, ont ¢été isolées sur la gélose Chapman qui est un milieu
sélectif pour les staphylocoques et confirmer par un test de la catalase.

6.3.2. Recherche des streptocoques: Pour les cocci a GRAM positif avec mode
d’enchainement en chainette, un repiquage sur milieu BEA a ¢ét¢ réalisé. Apres
repiquage sur gélose BEA, les colonies entourées d’un halot noir ont subi un test de
catalase.

Souche bactérienne isolée sur milieu Miiller Hinton

[ Coloration de GRAM }

A 4

[ Cocci 8 GRAM positifs ]

—

Mode d’enchainement :

Mode d’enchainement :

En chainette En grappe
Repiquage sur milieu BEA Repiquage sur milieu Chapman
\4
[ Test de 1a catalase ] [ Test de la catalase ]

Figure 09:Schéma représentant les étapes d’identification des cocci a GRAM positifs.

11.6.3.3-Test de la catalase (Delarras, 2003).
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Cette enzyme empéche I’accumulation d’H»O, et le dégrade selon laréaction
suivante :

H 20, —» H 20 +1/2 O (I’'oxygéne libéré se dégage sous forme gazeuse)

A TD’aide d’une pipette Pasteur boutonnée, ajouter 1’inoculum bactérien et une goutte
d’eau oxygénée. Un Dégagement immédiat de bulles gazeuses traduit la présence de
la catalase.

II.7- Détermination du profil de résistance aux métaux lourds des souches
bactériennes isolées par la méthode de dilution en milieu gélosé

Un inoculum de 2ul (dot) d’une culture jeune (10%cellule/ml) de la souche
bactérienne a tester obtenue sur BHIB aprés une incubation de 24ha 37°C, est
dépos¢ a la surface de boites de MH additionnées de métaux lourds a des
concentrations  critiques : CuSO4  (400pg/ml); CdCl2(200 pg/ml);  ZnSO4(400
pg/ml); HgCl (50 pg/ml);K2Cr207 (1600 pg/ml); PbNOs (3200 pg/ml) puis
incuber a 37°C pendant 24h.

Une croissance bactérienne indique la résistance de cette souche a la concentration
des métaux lourds testés.

II.8-Détermination des résistances associées aux antibiotiques des souches
bactériennes isolées.

Un inoculum de 2ul (dot) d’une culture jeune (10%cellule/ml) de la souche
bactérienne a tester obtenue sur BHIB aprés une incubation de 24ha 37°C, est
dépos¢ a la surface de boites de MH additionnées d’antibiotiques a des
concentrations critiques : (AMX: 8ug/ml); (CTX: 2ug/ml); (CAZ: 8ug/ml);
(CIP: 0.5ug/ml); (Gen: 0.5pg/ml) et (RA: 16 pug/ml) puis incuber a 37°C pendant
24h.

La lecture est faite apres 24h, une croissance bactérienne indique la résistance de
cette souche a I’antibiotique utilisé.

I1.9-Essais d’élimination du chrome par des souches résistantes aux métaux
lourds (Serratiaodorefera,Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus)

I1.9.1-Détermination du profil de résistance au chrome des souches
bactériennes isolées

Un inoculum de 2ul (dot) d’une culture jeune (10%cellule/ml) de 1la souche
bactérienne a tester obtenue sur BHIB aprés une incubation de 24ha 37°C, est
déposé¢ a la surface de boites de MH additionnées chrome VI a des concentrations
finales de: 100pg/ml, 500pg/ml, 1000pug/ml et 5200ug/ml et incubé a 37°C pendant
24h.

Une croissance bactérienne indique la résistance de cette souche au chrome.

-
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11.9.2- L’application des souches pour I’élimination du chrome IV

Trois souches ont été retenues pour la suite du travail. Il s’agit de I’optimisation des
parametres  physico-chimiques et biologiques qui influencent 1’éfficacit¢é de
I’élimination du chrome IV a savoir: la concentration initiale du Chrome VI, la
quantité de 1’inoculum et le pH du milieu.

11.9.2.1-Effet de la concentration initiale

Dans un volume de 150 ml de bouillon nutritif BHIB, wune proportion de I’inoculum
jeune de 1%, 5% et 10% du volume total des souches a tester a été additionnée au
milieu contenant une concentration de Chrome VI de 100 mg/L et 200mg/ml a pH7
ainsi qu’un témoin sans chrome. Le milieu est incubé a 37°C avec agitation modérée
pendant une durée de 120h. Des prélévements de 10 ml sont réalisés dans le temps
(t0, t24, t46, t69 et t120), afin de suivre la croissance microbienne a 600nm et la
concentration du Chrome.

11.9.2.2-Effet de I’inoculum

Dans un volume de 150 ml de bouillon nutritif BHIB, une proportion de I’inoculum
jeune de 1%, 5% et 10% du volume total des souches a tester a ¢t¢ additionnée au
milieu contenant une concentration de Chrome VI de 100 mg/L et 200mg/L a pH7
ainsi qu’un témoin sans chrome. Le milieu est incubé a 37°C avec agitation modérée
pendant une durée de 120h. Des prélévements de 10 ml sont réalisés dans le temps
(t0, t24, t46, t69 et t120), afin de suivre la croissance microbienne a 600nm et la
concentration du Chrome.

9-2-3- Effet du pH

Dans un volume de 150 ml de bouillon nutritif BHIB, wune proportion de I’inoculum
jeune de 1%, 5% et 10% du volume total des souches a tester a été additionnée au
milieu contenant une concentration de Chrome VI de 100 mg/L au pHS5, pH7 et pH9
ainsi qu’un témoin sans chrome. Le milieu est incubé a 37°C avec agitation modérée
pendant une durée de 120h. Des prélévements de 10 ml sont réalisés dans le temps
(t0, t24, t46, t69 et t120), afin de suivre la croissance microbienne a 600nm et la
concentration du Chrome.

9-2-4- Dosage du Chrome

Les échantillons prélevés sont centrifugés pendant 10 min a 6000 rpm afin d’obtenir un
surnageant exempt de cellules microbiennes (Amrik et Anshu, 2013). 5ml d’échantillon ou
dilution ont été additionnés 4ml d’acide sulfurique 2N et 0,20 ml de la solution de diphényl-
carbazyde (0.5% P/V). Aprés 10min de réaction, 1’absorbance de la couleur révélée est
mesurée a 540nm.

-
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La détermination de la concentration du chrome se fait a 1’aide d’une courbe d'étalonnage
¢tablie (en annexe) préalablement pour différentes concentrations de chrome hexavalent allant
de 0.2 a 1mg/l (APHA, 2005 ;CENTRE D’EXPERTISEQuébec, 2006)

Le taux de réduction du chrome (Tr ) est calculé en utilisant la formule suivante (Pang et al,
2011):

Tr = [(Co—Ct) / Co] x100

Co : concentration initiale du Cr (VI)

Ct : concentration du Cr (VI) en temps t

t : temps d’incubation.

-
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Résultats et Discussion
II1.1.Prévalence de la résistance aux métaux lourds des bactéries isolées de la
sardine et du rouget:
II1.1.1. chez la flore totale

Les résultats obtenus pour les pourcentages de résistance aux métaux lourds chez la
flore mésophile aérobie totale de la sardine (S) et du rouget (R) sont représentés
dans la figurel0.
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Figure 10: La résistance aux métaux lourds chez la flore totale de la sardine et du
rouget. S/, S2, §3 : échantillons de sardine ; R1, R2, R3 : échantillon du rouget

Les résultats de la résistance aux métaux lourds chez la flore totale sont globalement faibles a
moyennes.

Plomb :

Les valeurs €levées ont été observées pour le plomb chez la sardine (7.89, 19 et 0.45%) suivi
du rouget (0.36, 0.46 et 2.3%). Cependant cette variation est statistiquement non significative
(p>0.005).

Cuivre :

Les taux de résistance au cuivre ont été, respectivement, de 0.34, 36, 0.3% et de 0.63, 1.5 et
2.9% pour la sardine et le rouget. Le taux le plus élevé a été observé pour le 2°™ échantillon
de la sardine. Cependant, ces variations sont statistiquement non significatives (p>0.005).
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Zinc : Les taux de résistance au zinc ont été trouvés du méme ordre chez les deux espéces. La
sardine avec des taux de 2.89, let 0.22% et le rouget avec des taux de 5.83, 2.6 et 3.6%. Ces
petites variations sont statistiquement non significatives (p>0.005).

Cadmium : De trés faibles taux de résistance au cadmium ont été observés a savoir 0.026, let
0% chez la sardine et 0, 0.035 et 0% chez le rouget.

Mercure : Concernant le mercure, les taux de résistance ont été observés chez le rouget avec
des taux de 0.033, 0 et 5.2% contre 0, 1 et 0% chez la sardine. Ces petites variations sont
statistiquement non significatives (p>0.005).

Chrome : Les résultats ont montré 1’absence totale de tolérance au chrome chez la flore totale
de la sardine et du rouget.

Les résultats obtenus montrent des résistances aux Pb, Cu et Zn et faible a absente pour I’Hg,
Cd et Cr au niveau des 3 échantillons étudiés. La présence ou I’absence des souches
bactériennes résistantes seraient de bons indicateurs biologiques de contamination métallique
et permettraient ainsi de caractériser 1’état des écosystémes marins (Bauvais, 2015). En effet,
nos résultats corroborent les résultats constatés pour la résistance aux métaux lourds au niveau
des eaux de I’anse de kouali et fouka marine qui sont considérées a faibles activités
anthropiques (Touahir et al , 2023). En effet, plusieurs auteurs ont rapporté une corrélation
significative entre la résistance aux agents antimicrobiens dont les antibiotique et les métaux
lourds et les apports anthropiques (Alouache et al., 2011 ; Mudryk et al., 2010 ; Alam et al,
2020 ; Touahir et al, 2023).

Bien que, le rouget est une espéce demersale en relation étroite avec les sédiments,
caractérisée par sa faible mobilité et par sa nourriture riche en algues, polycheétes, crustacés,
gastéropodes et poissons et que la sardine est une espece pélagique essentiellement
planctonophage, sans contact direct avec les sédiments, les analyses statistiques ont démontré
que les variations observées sont non significatives et que I’habitat n’influence pas sur le taux
de résistance aux métaux lourds. Ce résultat corrobore ceux obtenus par Touahir, (2017)
concernant la résistance aux antibiotiques chez la sardine et le rouget.

I11.1.2- chez les coliformes

Les résultats obtenus pour les pourcentages de résistance aux métaux lourds chez les
coliformes totaux sont représentés dans la figure.11.




Résultats et Discussion

80 -
°\° 70 .
(7]
©
S
=
O 60
5
8 B Hg
“Q 50 T
£ m Cd
x
g 40 - ® Pb
8 mCr
c
8 30 - B Zn
R7]
.§ mCu
o 20
e
3
@ 10 0.17 1.81

01700 O 0 o000
O .
s1 R1 S2 R2 s3 R3 Echantillons

Figure 11: La résistance aux métaux lourds chez coliforme de la sardine et du rouget.
S1, 82, 83 : échantillons de sardine ; R1, R2, R3 : échantillon du rouget

Les résultats de la résistance aux métaux lourds chez les coliformes totaux montrent des taux
globalement faibles & moyens a I’exception du troisiéme échantillon du rouget qui a montré la
présence d’un taux important de coliformes résistants au Hg, Cu, Zn et Cr

Cuivre :

Les taux de résistance les plus élevés ont été observé pour le Cuivre avec des taux de 1.81,3 et
46% pour le rouget et 0, 50, 0% pour la sardine. Statistiquement parlant, les résultats sont de
méme ordre pour les deux especes étudiées.

Plomb :

Les valeurs ¢élevées ont ét¢ observées pour le plomb chez la sardine (0, 50 et 40%) suivi du
rouget (0, 4.5 et 1%). Cependant cette différence est statistiquement non significative
(p>0.005).

Zinc :Le taux de résistance au zinc a été trouveé €levé lors du troisiéme échantillon du rouget
ot un taux de 26% a été observé contre 0 et 1% pour le 1 et 2°™ échantillon. Alors que les
coliformes de la sardine ont présenté une sensibilité presque totale (0.17, 0,0%). Ces petites
variations entre les deux espéces de poissons sont statistiquement non significatives
(p>0.005).

MercureConcernant le mercure, les taux de résistance ont €té nulles pour les deux especes a
’exception du premier échantillon de la sardine (0.17%) et le 3°™ échantillon du rouget
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(76%). Ces résultats obtenus pour les deux types de poissons sont statistiquement non
significatives (p>0.005).

ChromeDes taux de résistance moyens au chrome ont été observés lors du 3m°
¢chantillonnage de 10 et 30% , respectivement pour la sardine et le rouget. Alors qu’une
sensibilité totale a été observée pour les autres échantillons. L’analyse statistique a révélé la
différence non significative entre les deux especes étudiées (p>0.005).

CadmiumlLes résultats ont montré 1’absence totale de tolérance au cadmium chez les
coliformes totaux de la sardine et du rouget.

L’analyse globale des résultats montre qu’a I’instar de la flore totale les taux de résistance au
plomb sont observés et principalement chez la sardine, suivi du Cuivre. Cependant, cette
variation est statistiquement non significative.

Les résultats ont également montré des taux de résistance trés élevés parmi les coliformes
totaux du 3°™ échantillon particuliérement celui du rouget.

111.2-Identification des souches résistantes isolées:

La coloration différentielle de Gram réalisée pour 40 souches résistantes a montré la présence
majoritaire de bactéries a Gram négatif (25/40). Elles se présentent sous la forme de bacille, et
des cocco-bacilles de différentes tailles.Seule 15 souches ont été trouvées a Gram positif et se
présentent sous forme de cocci ; regroupées en chainette ou en grappe de raisins. Les résultats
sont représentés dans la figure 12et le tableau n°03.

3%

M bactéries Gram -
M bactéries Gram +

END

Figurel2 : Répartition des bactéries résistante aux métaux lourds selon le Gram
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Tableau03 : Résultats de la coloration de Gram pour 40 souches résistantes aux métaux
lourds isolées

Echantillons Métal Souche Origine Coloration de GRAM Oxydase
S4 Sardine Bacille a Gram- -
Cuivre
R4 Rouget Bacille a Gram- -
S5 Sardine Bacille a Gram- -
S20 Sardine Cocci a Gram + +
S3 Sardine Bacille a Gram- -
Chrome S1 Sardine Cocco-bacille 8 Gram+ +
Zinc S13 Sardine Bacille a Gram- -
R13 Rouget Bacille a Gram - +
S9 Sardine Bacille a Gram- -
Plomb RS Rouget Cocci a Gram+ +
R22 Rouget Cocci a Gram- -
R23 Rouget Cocobacille a Gram- -
S18 Sardine Bacille a Gram- -
S19 Sardine Bacille a Gram- -
—_ Mercure R19 Rouget Bacille a Gram- -
<
=
= Cadmium S16 Sardine cocci a Gram+ +
E S17 Sardine cocci a Gram- -
<
=
R24 Rouget Cocci a Gram - -
Zinc R15 Rouget Coccobacille a Gram- -
Cuivre | R2 Rouget Bacille a Gram- -
S7 Sardine Cocco Bacille a Gram- -
S8 Sardine Cocco bacille a Gram - -
Cadmium | R16 Rouget Cocci e a Gram+ -
S10 Sardine Cocco Bacille a Gram- -
E Plomb | Rg Rouget Cocco bacille & Gram + -
= R11 Rouget Cocci a Gram + -
=
% S11 Sardine Cocco bacille a Gram - -
=
R9 Rouget Cocco bacille a Gram - -
_ Cuivre R1 Rouget Bacille a Gram- -
.g
= ™ RS Rouget Cocco bacille a Gram - -
9 =
M S Plomb
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R7 Rouget Cocco bacille a Gram - -
R10 Rouget Cocco bacille a Gram - -
S12 Sardine Cocco bacille a Gram - -
Mercure R21 Rouget Cocci a Gram + +
R18 Rouget Cocco bacille a Gram - -
R25 Rouget Cocci a Gram - -
Cadmium R17 Rouget Cocco bacille a Gram - -
Zinc R14 Rouget Cocco bacille a Gram - -
R26 Rouget Cocco bacille a Gram - -
S21 Sardine Cocco a Gram - -
S15 Sardine Coccobacille a Gram - -

D’aprés nos résultats obtenus, on a remarqué que la plupart des bactéries résistantes aux
métaux lourds testées sont a Gram négatif. Ces résultats corroborent ceux de Duxbury
(1981) qui a signalé que généralement les especes a Gram négatif isolées du sol semblent étre
plus tolérantes que les Gram-positif et ceux de Pennanen et al., (1996) qui ont constaté
queles bactéries a Gram négatif sont plus répandues que les bactéries a Gram positif dans les
sols contaminés par les métaux lourds.

Aussi, Hassen et al.,(1998) ont indiqué dans leurs études sur larésistance aux métaux
lourds des bactéries isolées de différents environnements naturels pollués, que les bactéries
résistantes étaient des bactéries a Gram négatif.

Afin d’identifier quelques especes des bacilles 8 GRAM négatif résistants aux métaux lourds,
le systetme de galerie API20E a été utilisé (Tableau04). Les résultats nous ont permis
d’assigner quelques souches aux especes suivantes : Serratia odorifera (n=11), Pseudomonas
aeruginosa (n=03), Pseudomonas luteola (n=03), Proteus mirabilis (n=1) , Vibrio vulnificus
(n=1) , Raoultella ornithinolytica (n=3), Kluyvera spp(n=1), Citrobacter koseri/farmeri (n=1),
Leclercia.Adecarboxylata (n=1)
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Tableau04: Résultats de I’identification de 25 souches a Gram négatif résistantes aux
métaux lourds par la galerie API20E

Référence Origine E Métal Identification

R12 Rouget Zn Pseudomonas luteola

R19 Rouget E3 Zn Serratia odorifera 1

S3 Sardine Cu Pseudomonas aeruginosa
S7 Sardine E2 Cu Serratia odorifera 1

sS4 Sardine Cu Pseudomonas aeruginosa
S8 Sardine E2 Cu Serratia odorifera 1

R4 Rouget Cu Pseudomonas luteola

R1 Rouget E3 Cu Serratia odorifera 1

R17 Rouget 3 Cd Pseudomonas aeruginosa
S17 Sardine cd Proteus mirabilis

S11 Rouget E2 Hg vibrio vulnificus

R7 Rouget E3 Pb leclercia adecarboxylata
R18 Rouget E3 Hg Pseudomonas luteola

S18 Sardine Hg Serratia odorifera 1

S5 Sardine Cu Raoultella ornithinolytica
S9 Sardine Pb Raoultella ornithinoytica
S13 Sardine Zn Raoultella ornithinolytica
R19 Rouget Hg Serratia odorifera

R13 Rouget Zn Citrobacter koseri /farmeri
S15 Sardine E3 Zn Serratia odorifera

S19 Sardine Hg Serratia odorifera

R15 Rouget E2 Zn Serratia odorifera

S1 Sardine Cr Kluyvera SPP

R13-1 Rouget Zn Serratia odorifera

S14 Sardine E2 Zn Serratia odorifera

Concernant les souches a Gram positif, 3/17, ont été trouvés cocci a Gram positif avec un
agencement en grappes de raison ce qui nous a orienté vers le genre Staphylococcus. Cette
identification a été confirmée par ’utilisation du milieu chapman et la catalase : colonie jaune
catalase positif ce qui augure de la présence de S. aureus.

Pour les cocci en chainette, un passage sur BEA a été réalisé pour confirmer 1’utilisation de
I’esculine et la résistance a la bile ainsi que le test de la catalase qui était négatif : c’est
bactéries ont été assignées au genre Enterococcus (n=8).

\

Le genre Pseudomonas est connu pour sa capacité¢ a résister aux métaux lourds
(Leedjaru et al, (1996). Plusieurs travaux ont également rapporté la tolérance des métaux
lourds chez les entérobactéries isolées a partir de milieux aquatiques (Alam et al.,2020 ;
Benhalima et al.,2020 ; Touahir et al.,2023) et de poissons marins (Ture et al.,2021).
L.Adecarboxylata est une entérobactérie des milieux aquatiques décrit récemment comme un
émergent pathogéne opportuniste pour I’homme (Zayet et al, 2021). De méme pour V.
fulnivicus qui est considéré comme un pathogeéne pour ’homme et pour I’animal (Zayet et

al.2021).

.
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II1.3-Résultats des profils de résistance aux métaux lourds et aux antibiotiques associés
des souches bactériennes isolées

Les profils de résistance aux métaux lourds (Figure 13 et Tableau 05) ont révélé que la plupart
des souches sont multi-résistantes a plus de 3 métaux a I’exception des souches résistantes au
cuivre et au plomb qui ont montré un profil de deux métaux Cu-Pb (5) (2 rouget et 3 sardine).
Nous avons remarqué que les souches résistantes au cuivre sont également résistantes au
plomb et que la résistance au cuivre est associée a la résistance aux autres métaux. Des profils
de résistance a trois métaux ont été observés chez la plupart des souches: Cu-Pb-Hg
(7)(3sardine et 4 rouget ), Cu—Pb-Cd(5)(3sardine et 2 rouget ), Cu -Pb-Zn(5)(3sardine et 2
rouget ), des profils a 4 métaux ont ét€ observés : le phénotype Cu-Zn-Pb-Hg (9)(5 rouget et
4 sardine ) étant le plus répandu parmi les phénotypes de résistance testés suivi de Cu-Hg-Pb-
Cr (1) et de Cu-Zn-Cd-Pb (1). Six souches les plus multi-résistantes ont montré un profil de
résistance a 5 métaux lourds Cu-Zn-Hg-Cd-Pb (4 rouget et 2 sardine).

16 souches résistantes aux métaux lourds ont été trouvées sensibles aux antibiotiques, alors
que 23 souches ont été multirésistantes aux antibiotiques (béta-lactamines, gentamicine,
fluoroquinolones et la rifampicine). En effet, plusieurs travaux ont montré la résistance
simultanée des souches aux métaux lourds et aux antibiotiques qui est généralement da a :

- Dlapplication des mémes procédés de résistance a savoir le systtme d’efflux ou
I’imperméabilité ou de régulation des métaux lourds et des antibiotiques (Perron et al, 2004 ;
Touahir et al, 2023) :

- La présence des genes de résistance aux métaux lourds et aux antibiotiques sur le méme
déterminant génétique mobile (plasmide, transposon ou intégrons..) et la sélection d’un metal
entrainera la sélection de 1’antibiotique exemple le transposon Tn21 qui porte la résistance au
mercure et a la streptomycine (Liebert et al., 1999).

5%

H 2 métaux

) H 4 antibiotiques
H 3 métaux

. H 5 antibiotiques
i 4 métaux

i i 6 antibiotiques
H 5 métaux

Figure.13 : la multi-résistance des souches aux métaux lourds. (A) métaux lourds, (B)
antibiotiques




Résultats et Discussion

Tableau 05 : Profil de résistance aux métaux lourds et aux antibiotiques associés chez les

souches résistantes isolées

Métale Référence Origine Isolats Profil Profil
Métaux lourd(N de S) Antibiotiques (nombre de souche)
Cr S1 Sardine E1 Kluyvera SPP Cu-Hg-Pb-Cr (1) AMX-CTX-CAZ-CIP-RA(1)
Cu S2 sardine ND Cu -Zn -Hg -Cd -Pb
S3 sardine Pseudomonas aeruginosa (3)
R1 Rougé 3 Serratia odorifera 1
S4 SardineE1 Pseudomonas aeruginosa Cu-Zn-Hg-Pb (2) AMX-CTX-CAZ-GM-CIP-RA (8)
R2 RougetE2 ND
S5 SardineEl ND Cu—Cd-Pb (1)
R3 RougetE1l ND Cu -Hg- Pb (1)
S6 SardineE1l ND Cu-Pb (4)
S7 SardineE2 Serratia odorifera 1
S8 SardineE2 ND AMX-CTX —CAZ-RA (2)
R4 RougetE1l Pseudomonas luteola AMX-CTX-CAZ-RA-CIP (1)
Pb R5 Rouget E3 ND Cu -Zn -Hg -Cd -Pb(2) AMX-CTX-CAZ-GM-RA (1)
R6 Rouget E2 ND
S9 Sardine E1 Raoultella ornithinoytica
S10 Sardine E2 ND
s11 Sardine E2 vibrio vulnificus Cu - Zn -Hg -Pb(6) AMX-CTX-CAZ-GM-CIP-RA
R7 Rouget E3 leclercia adecarboxylata
R8 Rouget E1 ND (10)
R9 Rouget E2 ND
S12 Sardine E3 ND Cu -Hg -Pb (2)
R10 ROUGETE3 ND
R11 Rouget E2 Staphylococcus aureus Cu-Pb (1)
Zn R12 Rouget Pseudomonas luteola Cu —Zn-Hg -Cd -Pb(1)
R13 RougetE1l Citrobacter koseri /farmeri Cu —Cd-Pb-Zn AMX-CTX-CAZ-CIP-RA (6)
(1)
S13 SardineE1l Raoultella ornithinolytica
S14 SardineE2 Serratia odorifera
S15 SardineE3 Serratia odorifera
R14 Rouget E3 Serratia odorifera 1 Cu—Pb-zn
R15 RougetE2 Serratia odorifera (5)
S16 Sardine E1 Staphylococcus aureus
Cu—Cd-Pb
cd S17 Sardine E1 Proteus mirabilis ()
R16 Rouget E2 Pseudomonas aeruginosa AMX-CTX-CAZ-GM-CIP-RA
R17 Rouget E3 Pseudomonas aeruginosa
Hg R18 Rouget E3 Pseudomonas luteola Cu-Zn -Hg - Pb
(1)
S18 Sardine E1 Serratia odorifera 1 (10)
S19 Sardine E1 Serratia odorifera
R19 ROUGET E1 Seeatia odorifera Cu-Hg-Pb
R20 ROUGET E2 ND (4)
R21 Rouget E3 Staphilococus aureus Cu - Zn —Hg(1)

&
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La présence de phénotypes bactériens testés pour &tre résistants aux métaux pourrait refléter
I’accumulation des métaux par leur hote et donc la contamination du milieu (Kaluzhnaya et
Itskovich, 2014). Des études antérieures avaient notées que les fréquences élevées de germes
résistants aux métaux rencontrés dans un site donné sont liées aux pressions de sélection
exercées par les métaux lourds au sein de ce site (Al-Jebouri, 1985; Diaz-Ravina et al.,
1994).

Cette étude a montré que la souche de staphylocoque est une bactéries multi-résistante. Aussi,
des études réalisées par Fariaet al. (2009) et Harakeh et al. (2006)rapportent que les
souches de staphylocoques isolées des eaux de mer, des eaux usées et des eaux potables sont
multi-résistantes aux antibiotiques et aux métaux lourds. De méme, dans 1’é¢tude de Chitour
et al., (2018) presque la totalit¢ des staphylocoques étudiés ont été résistantes aux cuivre et
cadmium.

Concernant, Pseudomonas aeruginosa, Perronet al. (2004) ont montré que la présence de
zinc sélectionne des souches de P. aeruginosa résistantes a la fois a différents métaux : Zn,
Cd et Co et a I'imipeneme, antibiotique de la famille des béta-lactamines. Cette double
résistance implique le systeme de régulation a deux composants CzcR/CzcS qui en présence
du métal va d’une part, induire 1’expression de la pompe a efflux CzcCBA permettant I’efflux
du Zn, Cd et Co et d’autre part réprimer I’expression de la porine OprD, responsable
notamment de 1’entrée de I’imipenéme dans la cellule (PERRON et al., 2004). Méme effet
sur la résistance a I’imipénéme a été observé en présence du cuivre (Caille ez al.(2007).

Pseudomonas aeruginosa a montré une tolérance maximale aux métaux lourds. Ce
résultat est en accord avec ceux de Leedjaru et al. (1996) qui ont rapporté que
Pseudomonas aeruginosa contient au moins quatre transporteurs d'efflux de zinc ou de
cadmium ou de plomb et deux transporteurs chimiosmotiques Cadmium, Zinc et Cobalt
(CZC).

De plus, dans une étude deNamadi ez al (2016), il a ét¢ montré que la réduction des métaux
lourds par chaque isolat bactérien dans les eaux usées d’une raffinerie a révélé que P.
aeruginosa est le meilleur isolat tolérant aux métaux lourds, suivi de P. vulgaris, E. coli, K.
pneumoniae et S. aureus. Pseudomonas aeruginosa a montré une €limination de 100% du
cadmium des eaux usées de cette raffinerie.

D’aprés ces résultats obtenus, des données sur 1’état de la résistance aux métaux
lourds retrouvées chez deux espéces de poissons trés consommeées en Algérie a savoir la
sardine et le rouget de vase ont été obtenues. Ces données contribuent a la compréhension du
maintien et de la dissémination de la résistance aux agents antimicrobiens en environnement
et son impact sur la sant¢ humaine et animale. Par ailleurs, ces bactéries multirésistantes
peuvent avoir un grand intérét biotechnologique, on peut I’exploiter dans la détoxification ou
bien la bioremédiation des eaux ou des sols contaminés par les métaux lourds. Cela est
rapporté par Chellaiah (2018), qui a montré que P. aeruginosa peut étre utilis¢é comme




Résultats et Discussion

biosorbant approprié¢ pour I'é¢limination du cadmium et d'autres métaux lourds de solutions, de
déchets contaminés, d'eau et de sol.

L’utilisation d’un consortium de culture mixte Consortium (MCC) de cinq bactéries tolérantes
aux métaux lourds a montré la plus grande efficacité pour la réduction des métaux lourds dans
les effluents industriels (Vitri et Giownnetti, 2008).

Dans cette optique la deuxiéme partie de ce travail consistera en 1’application de certaines
souches dans 1’élimination d’une pollution métallique par le chrome.

Dans D'optique d’¢éliminer le chrome et d’autre pollution métallique, les souches
résistantes ont été testées pour leur tolérance a différentes concentrations de chrome
VI susceptibles d’étre présentes dans les eaux industrielles a savoir 100-200-500 et
1000pg/ml(Zhao et al, 2012). Les résultats du tableau 7 ont révélé que 28/40 ont été
tolérantes au chrome a différentes concentrations (100, 200 pg/ml) et avec une
moindre croissance a 500 pg/ml a DPexception de 7 souches(4 S.odorifera, 2 P.
aeruginosa et 1 S. aureus). Toutes les souches ont été sensibles a une concentration
de 1000 pg/ml. En effet, ces especes ont déja été décrites tolérantes a ces
concentrations de chrome dans les travaux de(Zhao et al, 2012).

II1.4- Etude du potentiel des souches a I’élimination du Chrome et I’influence des
différents parameétres.

Pour la suite de cette étude, Trois souches ont été retenues pour leur capacité a tolérer des
concentrations €élevées du Cr VI, a leur nature et leur abondance. Il s’agit de P.aeruginosa
(R17), S.odorifera (R1) et S.aureus(S16) (Tableau 06).

La croissance des souches ainsi que le taux d’¢limination du Chrome VI ont été
estimés pour chaque souche dans un milieu fermé et dans différentes conditions
expérimentales a savoir la présence ou non du chrome a différentes concentrations,
la quantité¢ initiale de I’inoculum et le pH du milieu. Les résultats seront présentés
par souche et discutés globalement par la suite.

-
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Tableau 06 : Résultats de la tolérance des souches aux différentes concentrations du

Chrome IV
Code Identification Cr VI Cr VI | Cr VI | Cr V1
(100pg/ml) (200pg/ml) (500pg/ml) (1000png/ml)
R1 Serratia odorifera 1 ++ ++ ++ Absence
RI12 Pseudomonas luteola ++ ++ + Absence
R5 ND ++ ++ + Absence
S2 ND ++ ++ + Absence
R17 Pseudomonas ++ ++ ++ Absence
aeruginosa
R16 Pseudomonas ++ ++ ++ Absence
aeruginosa
S9 Raoultella ornithinoytica ++ ++ + Absence
S4 Pseudomonas ++ ++ + Absence
aeruginosa.
R8 ND ++ ++ + Absence
S10 ND ++ ++ + Absence
R7 leclercia adecarboxylata ++ ++ + Absence
S1 Kluyvera spp ++ ++ + Absence
R3 ND ++ ++ + Absence
S16 Staphylococcus aureus ++ ++ ++ Absence
R13 Citrobacter koseri /| ++ + Absence
farmeri
R10 ND ++ ++ + Absence
S14 Serratia odorifera 1 ++ ++ + Absence
S19 Serratia odorifera 1 ++ ++ + Absence
R19 Serratia odorifera 1 ++ ++ + Absence
S18 Serratia odorifera 1 ++ ++ ++ Absence
R15 Serratia odorifera 1 ++ ++ ++ Absence
R14 Serratia odorifera 1 ++ ++ ++ Absence
S7 Serratia odorifera 1 ++ ++ + Absence
S8 ND ++ ++ + Absence
R11 Staphylococcus aureus ++ ++ + Absence
S15 Serratia odorifera 1 ++ ++ + Absence
S13 Raoultella ornithinolytica ++ ++ + Absence
II1.4.1. Cas de la souche Serratia odoriferaR1
II1.4.1.1. Effet de Dl’inoculum et de la concentration du CrVI sur la croissance

microbienne

Le suivi de la croissance microbienne a une DO de 600nm durant Sjours (120h)
dans des conditions différentes

200mg/ml

\

et en utilisant différentes quantités initiales de inoculum
(Figures 14a,b,c, 15a,b,c):

a savoir :absence et présence du Cr VI
(1, 5 et 10%)

a 100 et
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Résultats et Discussion

L’allure des courbes suit la cinétique de la croissance microbienne avec ses
différentes phases (Leclerc,et al,1999): Ilatence, exponentielle, stationnaire et
parfois méme déclin. En absence ou en présence du chrome, nous notons que plus la
quantit¢ de I’inoculum est grande plus le démarrage de la croissance est rapide
(phase de latence parfois absente) et nous atteindrons la phase stationnaire plus
rapidement. De plus, les courbes révelent une croissance plus importante pour
I’inoculum le plus élevée.

Peu importe la concentration de I’inoculum, la présence du chrome a un effet négatif
sur la croissance microbienne, ceci est montré par la réduction de la valeur de DO
obtenue en phase stationnaire qui ¢€taitsupérieure a 1.5 pour le témoin puis un max
de 1.5 en présence de 100mg/l et a une DO max de 1 pour une concentration de
200mg/1, ce qui est clairement démontré dans les figures(15 a,b, c).
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Figure 14a: Suivi de la croissance microbienne de
Serratia odorifera R1 a Do=600nm pour différents
inoculum (1%,5%,10%) et en absence du chrome

Figure 14b: Suivi de la croissance microbienne de Serratia
odorifera R1 a Do=600nm pour différents inoculum
(1%,5%,10%) en présence de 100mg/l1 de chrome
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Figure 14c¢: Suivi de la croissance microbienne de Serratia odorifera R1a Do=600nm
pour différent inoculum (1%,5%,10%) en présence de 200mg/l de chrome
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Résultats et Discussion

Les croissances en présence de métaux sont faibles par rapport a celles des témoins,
ce qui concorde avec les résultats obtenus par Desaunay (2012) sur le suivie de la
croissance des cellules d’Escherichia coli K12Dh5o pour laquelle la présence du Zn
et du Cd semble affecter la croissance de la bactérie en enregistrant de faibles taux

de croissance par rapport au témoin.
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Figure 15a: Effet de la concentration du chrome
sur la croissance microbienne de S. odorifera R1
a Do=600nm pour un inoculum de 1%

Figure 15b: Effet de la concentration du
chrome sur la croissance microbienne de S.
odorifera R1 a Do=600nm pour un inoculum
de 5%
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Résultats et Discussion

111.4.1.2. Effet de ’inoculum et de la concentration initiale du CrVI sur I’élimination du
Chrome VI

Les figures 16a et 16b montrent le suivi de 1’élimination du chrome dans le milieu lors de
’utilisation de différents inoculum (1%,5%,10%) et une concentration initiale de 100 et

200mg/ml CrVL
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Figure 16a : suivi de I’élimination du chrome a une
concentration initiale de 100mg/l par S. odorifera
R1 a différentes concentrations de I’inoculum

Figure 16 b : suivi de I’élimination du chrome a une
concentration initiale de 200mg/l par S. odorifera
R1 a différentes concentrations de I’inoculum

L’¢limination du chrome suit la courbe de croissance. Pour une concentration de 100mg/1,
I’élimination se fait dans les 24h peu importe la quantité initiale de 1’inoculum. Par contre
pour 200mg/l, I’élimination suit la croissance, un pourcentage important en phase
exponentielle puis un ralentissement en phase stationnaire. Un taux d’¢limination final de
92.21 et 92.72% pour ’inoculum 1 et 10%, respectivement et 84.06% a 5% d’inoculum. Par
ailleurs, un taux de 67.29% d’¢élimination est observé en 24h pour un inoculum de 10% alors
qu’il n’est que de 13.95 et 15.31% respectivement pour 1 et 5%.

111.4.1.3. Effet du pH sur la croissance et sur I’élimination du chrome

L’effet du pH a été testé sur la capacité de la souche a éliminer 100mg/l de CrVI en utilisant
plusieurs concentrations de 1’inoculum (1%,5% et 10%). Les résultats représentés dans les
figures (26 a,b,c) ont révélé qu’en absence ou en présence du Chrome, la souche a une
meilleure croissance a pH9 et une faible croissance a pHS5 et cet impact est bien observé lors
de I'utilisation d’un inoculum de 1%.

L’¢limination du Chrome suit également la croissance microbienne avec une élimination
presque totale & pH 7 et 9 en 24h quelque soit I’inoculum initial. Cependant, pour le pHS,
nous constatons que plus la quantité initiale est élevée, plus 1’élimination du Cr en 24h
diminue 90.68, 77.91 et 60.52% respectivement pour 1, 5 et 10% d’inoculum.
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Figure 17b: Effet du pH sur la croissance
microbienne de S.odorifera R1 en présence de
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I11.4.2. Cas de la souche Pseudomonas aeruginosa R17

111.4.2.1. Effet de D’inoculum et de la concentration du CrVI sur la croissance
microbienne

Le suivi de la croissance microbienne de la souche Pseudomonas aeruginosa R17 a une DO
de 600nm durant S5jours (120h) pour différentes concentration de 1’inoculum et différentes
concentrations du Cr VI (100 et 200mg/ml) a montré les résultats suivants (figures 20 a,b,c et
21a,b,c): La croissance de la souche P. aeruginosa R17est de méme grandeur que celle de S.
odorifera. Nous notons que plus I’inoculum est élevé plus la croissance est meilleure. En
absence de Chrome, la phase stationnaire est atteinte au bout de 24h alors qu’en présence de
Cr, cette phase est atteinte dans les 48h et le maximum de croissance diminue au alentour de
1.6, 1.3 et 1.2 pour 10%,5% et 1% d’inoculum.
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Figure20a : Suivi
aeruginosa (R17)

de la croissance microbienne de P.
a Do=600nm pour différentes

concentration d’inoculum et en ahsence du chrome

Figure20b : Suivi de la croissance microbienne de P.
aeruginosa (R17) a Do=600nm pour différentes
concentration d’inoculum et en présence de 100mg/1 de
chrome
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Figure 21 b : Effet de 1a concentration initiale du
chrome sur la croissance microbienne P.
aeruginosa (R17) a Do=600nm pour un
inoculum de 5%

2
1.8
E 16
o
8 14 === absence de Cr
o 1.2
[a]
c 1 1% 100mg/I
)
g 08 d:i Cr
s 06 1% 200mg/I
g de Cr
o 04
(4]
02 ™
0 | Temps (h)
0 50 100 150

Figure 21c : Effet de la concentration initiale du chrome sur
la croissance microbienne de P. aeruginosa (R17) a
Do=600nm pour un inoculum de 10%

58
[
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111.4.2.2. Effet de I’inoculum et de la concentration initiale du CrVI sur I’élimination du
Chrome VI

Les figures22a et 22b montrent le suivi de I’élimination du chrome dans le milieu lors de
I’utilisation de différents inoculum (1%,5%,10%) et une concentration initiale de chrome de
100 et 200mg/ml. Les résultats ont montré 1’élimination de 100mg/l en 24h quelque soit
I’inoculum. Alors que pour 200mg/l, une élimination de plus de 90% est obtenues a 70h alors
qu’en 24h seul I’inoculum 10% a permis I’élimination de 50% de Chrome.
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Figure 22a: Suivi de I’élimination du chrome a Figure 22b : Suivi de I’élimination du chrome a
une concentration initiale del00mg/l par P. une concentration initiale de 200mg/l par P
aeruginosa (R17) a différentes concentrations de aeruginosa (R17) a différentes concentrations de
I’inoculum P’inoculum

I11.4.2.3. Effet du pH sur la croissance et sur I’élimination du chrome

En absence de chrome, P.aeruginosa R17 a une croissance sensiblement la méme, mais avec
un ordre pH9, 7 et 5. Cet effet est constaté plus pour I’inoculum 10%. En présence de chrome,
nous constatons que la croissance microbienne diminue par rapport au témoin principalement
avec I’augmentation de I’inoculum. De plus, la croissance de la souche a pH 5, en présence du
chrome, est tres faible par rapport au témoin. Concernant 1’élimination du chrome, peut
importe le pH un taux de 100% d’¢élimination est observé en 24h (figure 23a,b,c)
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111.4.3. Cas de la souche Staphylococcus aureus S16

111.4.3.1. Effet de D’inoculum et de la concentration du CrVI sur la croissance
microbienne

Le suivi de la croissance microbienne de la souche Staphylococcus aureus S16a une DO de
600nm durant 5jours (120h) pour différentes concentration de I’inoculum et différentes
concentrations du Cr VI (100 et 200mg/ml) a montré les résultats suivants (figures 26a,b,c et
27a,b,c):

En absence de chrome, la croissance microbienne est pratiquement la méme peu importe
I’inoculum. Méme chose en présence de 100mg/l1. Par ailleurs, I’effet inoculum commence a
apparaitre a la concentration de 200mg/l. Par contre, plus la concentration du chrome
augmente, plus la croissance microbienne diminue.
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Figure 26a: Suivi de la croissance microbienne de S. Figure26b : Suivi de la croissance microbienne de S.
aureus S16 a Do=600nm pour différentes aureus S16a Do=600nm pour différentes concentrations
concentrations d’inoculum en absence du chrome d’inoculum et en présence de 100mg/l dechrome
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111.4.3.2. Effet de I’inoculum et de la concentration initiale du CrVI sur I’élimination du
Chrome VI

Les figures 28a et 28b montrent le suivi de 1’élimination du chrome dans le milieu lors de
I’utilisation de différents inoculum (1%,5%,10%) et une concentration initiale de chrome de
100 et 200mg/ml. Les résultats ont montré que la concentration de 100mg/1 est éliminée au
bout de 24h. Cependant, pour la concentration de 200mg/l, nous constatons que les taux
d’élimination sont sensiblement meilleurs pour 1% puis 5% puis 10% avec des taux
respectivement de 96.56%, 91.13% et 86.5%. Un taux de plus de 60% est ¢liminé au bout de
48h peu importe I’inoculum initiale. Ces résultats corrobore avec ceux de Zahoor et
Rehman (2008)qui ont trouvé également que Bacillus sp et Staphylococcus capables de
réduire avec 77% et 65% respectivement, une concentration de 100mg/l.
Parall¢lement,Srinath et al (2001) ont rapporté que ’espece Bacillus megaterium était
capable d’accumuler 34.5 mg Cr/g, pour une concentration initiale de 50 mg/l, soit un taux
d’élimination de 76%,
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Figure 28a: Suivi de I’élimination du chrome a
une concentration initiale de 100mg/l par S.

Figure 28b: Suivi de I’élimination du chrome a
une concentration initiale de 200mg/1 par S.

aureus S16a différentes concentrations
P’inoculum

aureus S16 a différentes concentrations de
I’inoculum

de

111.4.3.3. Effet du pH sur la croissance et sur I’élimination du chrome

En absence de chrome, S.aureus semble avoir une croissance idéale a pH7 suivi de celle de
pHO alors que le ph7 montre une croissance faible mais avec un meilleur résultat pour
inoculum 10%.

En présence de chrome, la souche présente une bonne croissance a 7 et 9 alors qu’a pHS, la
croissance est presque nulle surtout pour inoculum 1 et 5%.
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Figure29b: Effet du pH sur la croissance
microbienne de S. aureus S16 en absence de chrome
et un inoculum de 5%

Figure30b : Effet du pH sur la croissance microbienne
de S. aureus S16 en présence de 100mg/l de chrome et
un inoculum de 5%
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L’¢limination du Chrome suit également la croissance microbienne avec une élimination
presque totale a pH 7 et 9 en 24h quelque soit I’inoculum initial (figure 31a, b,c). Cependant,
pour le pHS5, nous constatons que I’élimination du chrome est faible avec des taux de 92.44%,
72.69% et 62.2% pour 1, 5 et 10% d’inoculum respectivement.
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Cette partie du travail nous a permet d’étudier les potentialités de trois souches (Serratia
odorifera, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus) isolées a partir de biotes
marin, a ¢éliminer des concentrations de chrome pouvant étre présentes dans des effluents
industriels tels que les tanneries ou 1’électroménagers. En effet, plusieurs travaux ont montré
la présence de ce métaux lourds dans ces différentes industries a des taux entre 40 et
115mg/l(Genschow et al., 1996; Vlyssildes et Israilides, 1997 ;Garrote et al., 1995). Le
traitement de ces effluents permettra la réutilisation de ces eaux usées ou leur élimination vers
les réseaux d’assainissement collectifs (STEP) sans risque sur le fonctionnement de ces
derniéres Suthanthararajan R et al., (2003).

Ces souches ont été retenues pour leur type bactérien a savoir : Gram négatif (Serratia
odorifera et Pseudomonas aeruginosa) et Gram positif (Staphylococcus aureus) et leur CMI
pour le chrome qui était supérieure a 500ug/ml de Cr, un potentiel largement supérieur a
celui demandé pour les effluents industriels (concentration au alentour de56-159.4mg/1)
(Meric et al., 2005 ; Ram et al., 1999 ).Dans une étude de Rouibah et hafsaoui,(2016), la
souche Bacillus megaterium étudiée tolérait une concentration de 70mg/l de chrome. Alors
que Kathiravan et al., (2011), ont rapport¢ des CMI égales a 50, 40 et 35 mg/L,
respectivement pour les souches Bacillus sp., E. coli et Alcaligenes sp.

La plupart des bactéries réductrices de Cr(VI) signalées sont a Gram négatif (Francis et al.
2000). La réduction bactérienne du chrome peut étre directe, enzymatique (réduction du
Cr(VI) en Cr(Ill))ou indirecte par des métabolites bactériens Wang,et al. 1989, un efflux de
chromate par le transporteur chrA a été retrouvé chez Pseudomonas aeruginosa et
Cupriavidus metallidurans, constitué d'un processus dépendant de I'énergie et piloté par le
potentiel membranaire. Les enzymes les plus caractérisées pour la réduction des chromates
appartiennent a la famille des flavoprotéines réductases dépendantes du NADPH. (Ramirez-
Diaz et al., 2008).

Les souches étudiées ont été capables d’éliminer la totalité du chrome a une concentration de
100mg/1 dans les 24h. Par ailleurs, 1’élimination du chrome pour une concentration initiale de
200mg/1 a nécessité un temps plus important (120h) avec des taux finaux supérieurs a 90% a
I’exception de la souche S.aureus avec un inoculum de 10% ou le taux était de 86.5%.
L’¢élimination d’un taux d’environs 50% nécessite 48h pour 1’ensemble des souches et peu
importe 1’inoculum utilisé a ’exception de la souche P.aeruginosa avec un inoculum de 10%,
ou un taux de 50% d’¢élimination a été observé en 24H.

L’étude de l’effet de I’inoculum sur le taux de I’élimination du chrome, a montré une
accélération dans 1’¢élimination du chrome dans les premicres 24h pour les souches
S.odorifera et P. aeruginosa avec un inoculum de 10%. Ceci peut s’expliquer par le
démarrage rapide de la croissance et I’atteinte d’une phase exponentielle. Plusieurs travaux
ont rapporté I’importance de la quantité initiale de I’inoculum sur I’élimination du chrome.

Emadzadeh et al., (2016), ont rapporté qu’un taux d’élimination du chrome (50mg/l) par la
souche Bacillus cereus a été observé en 24h pour le volume le plus élevé utilisé (20ml).
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De plus, Plusieurs auteurs ont rapport¢ que la réduction du Chrome augmente avec
I’accroissement de la concentration de I’inoculum (Xiao et al., 2017 ; Pal et Paul, 2004).
Dans le méme sens, Sethuraman et Balasubramanian, (2010), ont étudié 1’effet de la
concentration de la biomasse sur la biosorption des ions métalliques dans un systéme
discontinu par B. subtilis, P. aeruginosa et E. cloaca. Cette étude a révele que I'efficacité de
I'élimination des ions du Cr (VI) augmentait avec l'augmentation de la concentration de la
biomasse. Ce constat peut étre expliqué par I’augmentation du nombre des sites de liaison du
chrome sur la surface, ce qui augmenterait la biosorption des ions Cr (VI) (Kathiravan et
al., 2011)d’une part et la réduction de la phase de latence d’une autre part (Srinath et
al., 2001).

Le suivi de la croissance microbienne en présence et en absence de chrome, a montré que le
chrome réduit la croissance bactérienne comparativement au témoin. Toute fois nos souches
résistaient a des concentrations allant jusqu’a 200mg/l. Ces résultats corroborent ceux
rapporté par Soha et Sahar (2010) ou la croissance des souches de Bacillus étudiées était
affectée en présence de 40mg/l tout en tolérant 100mg/l. D’autres auteurs ont également
rapporté effet du chrome sur la croissance microbienne (Athanasios et al., 2001 ; Garbisu et

al., 1998).

Nos résultats sont aussi en accord avec les travaux de Srinath et al., (2001), les auteurs ont
trouvé que sur 71 souches microbiennes isolées des effluents de la tannerie, seulement 11
d’entre elles étaient en mesure de tolérer des concentrations supérieures a 100 mg/L de Cr
(VD),

A partir des résultats montrés dans les figures(25 b,31 b, 37 b), on constate que la diminution
du Cr pour la concentration de 200mg/l, pour les trois souches, était trés faible durant les
premieres 24h d’incubation , ce qui pourrait correspondre a une période de latence, durant
laquelle les souches microbiennes préparent leur matériel enzymatique, pour dégrader le
chrome. A partir de t48h, les souches entrent dans une phase d’¢limination plus importante
du chrome, bien visible dans la figure(23c ,29c et 35¢) relative au taux d’€élimination. L’allure
de ces courbes est similaire a celle obtenue par Katragadda et al., (2013) lors de 1’étude de
I’¢limination du chrome (50 mg/l), par les souches Ochrobactrum  anthropi et
Chromobacterium violaceum ou une augmentation exponentielle du pourcentage de
réduction du chrome aprés 48 h d’incubation a 37 C a été observée. Srinath et al., (2001) ont
rapporté que la phase de latence devient encore plus prolongée a partir d’une concentration de
100 mg/ 1 de Cr (VI) pour les Bacillus megaterium et Bacillus circulans.

Plusieurs études ont également rapporté I’efficacité des souches appliquées sur des effluents
contaminés (Ohtake et Hardoyo, 1991; Ganguli et Tripathi, 2002) et que les taux de
réduction sont semblables a ceux obtenus lors de I’application de souches dans un milieu
nutritif(Zahoor et Rehman, 2008; Amrik et Anshu, 2013).Donc nos souches semblent avoir
un grand potentiel pour 1’élimination du chrome.

Les recherches ont révélé que la réduction du Cr(VI) dépend du pH, de la température, de la
concentration de l'inoculum et de la concentration de Cr(VI) (Camargo et

.
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al., 2003).Généralement, la plupart des bactéries résistantes au Cr(VI) peuvent effectuer une
réduction du Cr(VI) dans une plage de température optimale de 30 °C a 37 °C (Losi,Amrhein
et Frankenberger, 1994).

L’étude de I’influence du pH sur la croissance bactérienne et 1’élimination du chrome a
¢été réalisée en présence de 100mg/l a 37°C et a pHS, 7 et 9. Les résultats ont révélé que la
souche Serratia a une bonne croissance et un bon taux d’élimination a pH 9 et 7. Alors qu’a
pH 5, la croissance est plus faible et le taux d’élimination diminue avec 1’augmentation de
I’inoculum. Concernant Pseudomonas, nous avons constaté, un bon taux de croissance et
d’¢limination de chrome a pH 9et 7. Alors qu’un taux de croissance tres faible par rapport au
témoin a été observé a pHS, tous en gardant un taux d’élimination de chrome a 100%. Pour
Staphylococcus, la souche présente une meilleure croissance et taux d’¢limination de chrome
a pH7 puis 9. Cependant, elle ne tolére pas le pHS.

Dans ce contexte, Paknikar et al, (1999) ont rapporté que le pH, est un facteur qui a
une influence importante sur le phénoméne de biosorption, certaines souches sont plus actives
dans un milieu basique, alors que d’autres sont plus actives dans un milieu acide. De méme
Shakoori et al., (2000), ont rapporté que le pH optimal de réduction du Cr (VI) pour les
bactéries a gram positif était égal a 9, tandis que Liu et al, (2004), ont constaté que le pH
optimal pour Pseudomonas aeruginosa et Bacillus coagulans était égale a 7..Un pH alcalin et
30 °C constituent le bioparameétre optimal pour la croissance de bactéries résistantes ou
réductrices du Cr(VI) telles que Bacillus cereus, Bacillus thuringensis et Arthrobacter
cristallopoites (Farrell et Ranallo, 2000).

Sethurman et Balasubramanian, (2010), ont démontré que les souches E. cloacae et
P. aeruginosa ont la capacité d’adsorber le chrome dans une gamme de pH de 2 a 9 avec une
réduction maximal dans les pH alcalins, due a I’activité des ions hydrogene, car a faibles
valeurs de pH, les groupes fonctionnels transferent les ions H+ ce qui indique que la majorité
des sites de liaison étaient occupés. Lorsque le pH augmente, la concentration des ions H+
diminue et la surface de la biomasse chargée négativement peut interagir avec les ions
métalliques chargés positivement.

D’autres études ont montré que B. cereus et S.odorifera ont la capacité de réduire le Cr
(VI) dans un milieu a une concentration de 1000 pg/ml en Cr, avec un maximum a pH 9, ou
plus de 70% de l'activité¢ de réduction au pH optimal (pH=8) est perdue lorsque le pH est
changé a 5Singh et al, (2013). Tandis que, Aslam et al, (2016), suggérent que le
changement progressif du pH neutre au basique d’un lixiviat favorise la réduction du Cr par
Bacillus megaterium-ASNF3. Ces résultats indiquent que la variation des valeurs du pH initial
induit une variation de la capacité d’élimination du Cr (VI) quel que soit le mécanisme
impliqué, ce qui confirme que le pH est un facteur important pour la performance des
procédeés a grande échelle.

Les trois souches sélectionnées ont un trés grand potentiel pour étre utilisée dans le
traitement des eaux contaminées par le chrome

.
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L’objectif de cette étude était 1’évaluation et la caractérisation de la résistance aux
métaux lourds et aux antibiotiques des bactéries isolées a partir de poissons
marins ayant des habitats différents: Sardina pilchardus (la sardine commune) et
Mullus  barbatus (le rouget de vase) ainsi que I’isolement et 1’application de
certaines souches résistantes dans 1’élimination du chrome. Les résultats obtenus
dans cette étude ont révélé que :

» La résistance aux métaux lourds chez la flore totale ¢tait globalement faible a
moyenne pour le plomb, le cuivre et le zinc et faible pour le cadmium et le
mercure alors qu’une sensibilité totale a été observée pour le chrome.

» La résistance aux métaux lourds chez les coliformes totaux était
globalement faible a moyenne a [I’exception du troisieme échantillon du
rouget qui a montré la présence d’un taux important de coliformes résistants
au Hg, Cu, Zn et Cr.

» L’analyse statistique des résultats des taux de résistance aux métaux lourds
obtenus chez la Sardine et le Rouget a montré une différence statistiquement
non significative entre les deux poissons. Bien que, le rouget est connu pour
accumuler davantage les métaux toxiques. Ces résultats corroborent les
résultats de Touahir(2017) concernant la résistance aux antibiotiques selon
I’habitat du poisson.

» La plupart des souches étaient multirésistantes aux métaux lourds et
présentent une résistance associée aux antibiotiques.

Cette ¢étude a permis d’évaluer I’état de la résistance aux métaux lourds dans
les différents sites afin de comprendre la dissémination de la résistance dans
I’environnement d’une part, et a également permis d’isoler des souches multi-
résistantes aux métaux dans un intérét biotechnologique a savoir le traitement des
rejets industriels et la bioremédiation d’autre part.

Trois souches (Serratia odorifera, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus
aureus) ont été testées pour leur potentiel a éliminer le chrome VI dans différentes
conditions opératoires a savoir la concentration initiale du chrome, I’inoculum et le
pH en suivant la croissance bactérienne et la concentration du chrome. Les résultats
ont montreé :

» L’augmentation de I’inoculum favorise la cinétique microbienne et
I’élimination du chrome surtout dans les premicres 24h, ceci serait di a la
réduction de la phase de latence et a la disponibilité des sites d’adsorption du
chrome.

» La concentration initiale du chrome a un effet négatif sur la cinétique
microbienne. Bien que nos souches ont toléré les 200mg/1.
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» Le pH influe sur la croissance microbienne et sur le phénoméne d’élimination
du chrome. En fonction des souches cette élimination peut étre intéressante a
pH basique ou acide. Concernant nos souches les résultats étaient comme
suit :

» La souche Serratiaodorifera: a une bonne croissance et un bon taux
d’¢limination du chrome a pH 9 et 7. Alors qu’a pH 5 la croissance est plus
faible et [’élimination du chrome est plus faible en présence d’et
I’¢élimination du chrome est plus faible en présence d’un inoculum 10%

» La souche Pseudomonas aeruginosa: un bon taux de croissance et
d’élimination de chrome a pH 9et 7. Alors qu’un taux de croissance tres
faible par rapport au témoin a ét€¢ observé a pHS. Cependant, 1’élimination du
chrome 100mg/1 était totale en 24h peut importe le pH.

» La souche Staphylococcus aureus, une meilleure croissance et taux
d’élimination de chrome a pH 7 puis 9. Cependant, la souche ne tolére pas le
pHS et I’¢élimination du chrome est faible a ce pH

Compte tenu de l'ensemble des résultats fournis par cette étude, les 3 souches
pourraient é&tre considérées comme des matériaux biologiques assez prometteur
pour étre utilisées dans un procédés biologiques d’¢limination du chrome (VI)
présent dans les effluents liquides de plusieurs industries a savoir les tanneries,
I’¢électro-ménagers.. Ce procédé est peu coliteux, du fait de la disponibilit¢ de la
souche sur site et de son renouvellement perpétuel, comparé aux colts relativement
¢levés des techniques de dépollution physico-chimiques.

Cependant, afin de fiabiliser nos résultats, il serait judicieux de compléter ce
travail par une étude plus approfondie des différents parametres pouvant influer sur
la réduction du chrome (VI) dans les effluents industriels, et de proposer un procédé
de traitement en continu.

Dans la perspective qu'un jour nous puissions mettre en ceuvre ces reésultats et
les exploiter dans le traitement biologique des effluents industriels, le suivi et la
compréhension des mécanismes qui régissent le processus de résistances aux métaux
lourds dans le milieu aquatique, est d'une immense importance. Il est également
nécessaire de caractériser génétiquement les mécanismes impliqués dans cette
résistance aux métaux lourds et en particulier la réduction du chrome hexavalent. Il
est également, important de maitriser [’engineering afin de proposer un procédé
biologique en continu pour le traitement des effluents chargés en chrome.
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Résumé

Les métaux lourds sont les principaux constituants toxiques des eaux usées de divers secteurs d’activité
industrielle. Leur présence dans I’environnement entraine le maintien et la dissémination de la résistance
aux métaux lourds. Le premier objectif de cette étude consiste en 1’évaluation de la résistance bactérienne
aux métaux lourds chez le rouget et la sardine. Les résultats ont montré des taux moyen a faible mais sont
aucune différence significative entre les poissons d’habitats différents. La caractérisation d’une 40Oaine de
souches a montré la multirésistance des souches aux métaux lourds ainsi qu’une résistance associée aux
antibiotiques.  Trois  souches résistantes(Serratia  odorifera RI,  Pseudomonas aeruginosa RI7 et
Staphylococcus aureus S16)ont été étudiées pour leur potentiel a éliminer le chrome VI dans des conditions
opératoires différentes de pH, de quantit¢é d’inoculum et de la concentration initiale du chrome. Les résultats
ont montré que les trois souches sont intéressantes pour 1’élimination du chrome a une concentration de
200mg/l dans un pH de 9 et 7 et que la quantit¢é d’inoculum réduit la phase de latence et accélére
I’élimination du chrome dans les premicre 24h.

Mots clés : résistance, métaux lourds, ¢élimination du chrome (VI), bactéries, sardine, rouget,
effluents des industries.

Abstract

Heavy metals are the main toxic constituents of wastewater from various sectors of industrial activity. Their
presence in the environment leads to the maintenance and dissemination of resistance to heavy metals. The
first objective of this study consists of the evaluation of bacterial resistance to heavy metals in red mullet
and sardines. The results showed medium to low rates but were no significant differences between fish from
different habitats. The characterization of around 40 strains showed the multi-resistance of the strains to
heavy metals as well as associated resistance to antibiotics. Three resistant strains (Serratia odorifera R1,
Pseudomonas aeruginosa R17 and Staphylococcus aureus S16) were studied for their potential to eliminate
chromium VI under different operating conditions of pH, quantity of inoculum and initial concentration of
chromium. The results showed that the three strains are interesting for the elimination of chromium at a
concentration of 200 mg/l in a pH of 9 and 7 and that the quantity of inoculum reduces the latency phase
and accelerates the elimination of chromium in the first 24 hours.

Key words: resistance, heavy metals, chromium (VI) elimination, bacteria, sardines, red mullet, industrial

efflnents
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1. Introduction

Plusieurs industries, telles que les tanneries, la métallurgie, de traitement de surface, etc,
produisent des quantités significativesd’effluents riches en élément chrome sous sa forme de
Cr(VI).Les études ont démontré que les composés de chrome hexavalent sont classés comme
étant cancérigénes pour l'homme. Pour se trouver dans la limite de concentration
réglementaire, il est important pour les industries de traiter leurs effluents afin de réduire la
concentration de I’espeéce chromique polluante.

Notre projet prévoit la fabrication et la vente des installations (micro station) d’un procédé
biologique basé¢ sur I’utilisation des bactéries immobilisée « Biodisque » pour élimination du
chrome.

Cette technologie est un procédé d’épuration mettant en jeu un traitement biologique aérobie a
biomasse fixée. Les supports de la microflore épuratrice sont des disques partiellement
immergés dans 1’effluent a traiter et animés d’un mouvement de rotation pour assurer a la fois
la mise en contact des bactéries avec I’effluent, leur oxygénation et le mélange.

2. Activités Clés :

- installation de station de traitement basée sur le procédé biodisque spécifiques pour les
effluents chargés en chrome

-maintenance des stations de traitement installées

-production des bio-disques

3. Proposition de valeur :

- ¢limination de la pollution chromique

- ¢limination de la pollution organique et azotée et méme le phosphore
- épuration des eaux en vue de leur réutilisation

- réduction du colt du traitement par rapport a d’autres procédés

- préservation du réseau d’assainissement collectif

-Procédé¢ concurrentiel et robuste

- Moins d’équipements ¢lectromécaniques : un seul moteur par file
- Consommation électrique faible.

4. Ressources clés :

-Ressources humaines : 2 Ingénieurs en biotechnologie +1 Ingénieur en génie des
procédés+1 Technicien supérieur et une secrétaire

-Locaux : bureau + laboratoire de production de biodisques+ dépot du matériel de la station :




Bassins, décanteur-digesteur, disque biologique,Clarificateur, purge boues du décanteur-
digesteur,purges boues du clarificateur, groupe électrogéne, pompes.

5. Les clients potentiels:(en Algérie)
Notre produit peu intéresser un large tissu industriel représenté par environs :

-78industries de la métallurgie (aciéries, fonderies de fer et d’acier), du bois, de
I’aéronautique, chantiers navals, secteurs du transport et de la construction

-11 usinesde traitement des surfaces métalliques (chromage dur, galvanoplastie, électro
placage, ¢lectrodéposition...)

-23industries de peinture et de pigments;

-24 industries de textiles

-5 Soudage d’acier et d’alliage — et soudage a ’arc;

- 6industries de tannage

-20 industries d’électroménagers

-18 entreprises qui travail avec ou a proximité du ciment humide(18)
-13 entreprises de matériaux réfractaires, comme la brique et les mortiers;
6. Canaux de distribution

* Ventes web, platforme,

* Sur place au niveau du siege de notre entreprise

-Publicité a travers les réseaux sociaux (Tv, Fb, Instgram....)

-les places de marché (comme Amazon, eBay, RueDuCommerce, etc.)
- Sous traitance en partenariat avec un autre fournisseur

7. Relation clients

- Formation du personnel

- Suivi du fonctionnement de la station et maintenance

- La garantie du matériel

- Prix concurrentiel




8.Les concurrents

*EURLSAIMEX TRAITEMENT DES EAUX : importation distribution Installateur et
Maintenancier d'équipement de traitement des eaux, Osmose Inverse, Adoucisseur, traitement
Chimique. Fournisseur de : Traitement des eaux - appareils et installations | traitement des
eaux | adoucisseurs, osmose, déminéralisateurs

-Adresse : ROUIBA ALGERIE TEBESSA 16000 Rouiba Algerie — Algérie-Téléphone :
0550131063

*WATER ALGERIAN DESIGN :

Installateur et Maintenancier d'équipement de traitement des eaux, Osmose Inverse,
Adoucisseur, traitement Chimique.

-Adresse : A21 Patrimoine Algerois Panorama Kouba Alger 16000 Alger — Algérie
-Téléphone : 0550513837 / 021635974

*TECHN-EAUX :conception, fabrication et installation de stations completes de traitement
des eaux

-Adresse : BARAKI 16210 Alger - Algérie

-Téléphone : 021762400 / 0770903454

9. Les partenaires

*ANADE (I’ Agence nationale d’ Appui et de développement de L’entrepreneuriat)
*ASF (Algerian Startup Found)

*Incubateur

*ONA

*SEAAL

*ministeres des industries

*Bureaux d’études

*Fournisseurs exemple:

Equipements d’installations : fourniseur aquanil chettia-chlef , Hydraulique
Jijel, Bassins d’¢élevage el bahri (Cap djenat boumerdes)

-Pompes d’eau medstor (Tebessa)

- Décanteur : SARL GOLD METAL TOUALI- Constantine, EURL ETUHP MENANI
ALGERIE, Biskra,

- Disque biologique:TECHN-EAUX Adresse BARAKI 16210 Alger — Algérie, WATER
ALGERIAN DESIGN Kouba Alger 16000 Alger — Algérie

-



10. Prototypage primaire pour une station destinée aux petites et moyennes entités de
capacité entre 21-1000EH (équivalent habitant), consommation d’énergie (faible) (KW) : 1,5
kW. Garantie : 10 ans sur réservoir et 2 ans sur équipements
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11. Estimation Financiére

11.1. Estimation économique pour la réalisation du projet

Ne Matériels et matériaux Nombre d’unité Prix (DA)
1 Bassin 1 14000
2 Dégrillage 1 30000
3 Disques+Cuve 3+1 18000
4 Clarificateur 1 30000
5 Purges boues 2 84000
6 Plaque lamellaire 2 20000
7 Moteur 1 250000
8 Rotors 3 16000
9 Pompe 1 17500
TOTAL 479 500DA
11.2. Estimation économique des coiits fixes et variables
colt Charge Le prix par | Par années
mois (DA) (DA)
Local 50000 400000
Electricité 16000 200 000
Eau 8300 100 000
Salaires 220 000 2640000
couts (fixes et variable) Transport 16000 192 000
Marketing 12460 149520
Autres 833 9996
Total 323 593DA 3883116DA
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11.3.Equipement de bureau et laboratoire

Désignation Nombre Prix unitaire
Micro-ordinateur 1 70000
Imprimante 1 20000
Bureau 1 20000
Chaises 2 15000
Armoire de bureau 1 4000
Equipement de 300000
laboratoire

Total 429000 DA

11.4.Les ressources humaines :

-Nous avons besoins d’un technicien avec un salaire de 35 000 DA par mois donc 420 000
DApar ans.

-Ingénieur en génie de procédés avec un salaire de 45000DA par mois donc
540 000 DApar ans

-Secrétaire avec un salaire de 20.000 DA par mois donc 240000 DA

-2 ingénieurs de laboratoire avec un salaire de 80000 DA

Total des Salaires : 220 000 par mois et2640000 par ans

11.5. Les ressources financiéres :

Pour la construction de ce projet du début jusqu'a la mise en production, nécessite une
enveloppe financiere de 4791616 DA par ans

11.6. Chiffre d’affaire et revenus du projet :
-Le chiffre d’affaire est représenté par la vente de I’installation compléte et des Biodisques.

Pour la premiére année : la vente de 3 stations (7586598 ,17DA/station) et 3 biodisques
supplémentaires estimé¢ a 440000DA/disque donc un chiffre d’affaire de 24079794 ,51

Pour la Deuxiéme année : la vente de 3 stations (7586598,17DA/station) et 6 biodisques
supplémentaires estimé¢ a 440000DA/disque donc un chiffre d’affaire de 48 159 5
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