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1. INTRODUCTION
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De nombreuses bactéries interviennent dans les différents cycles de dégradation ou de syn-
thèse de la matière organique (cycle du carbone, de I'azote, du soufre et du phosphore).

Elles peuvent agir jusqu'à la minéralisation des substances organiques, les rendant alors
assimilables par les végétaux, point de départ de toute chalne alimentaire.

Certaines bactéries sont même capables d'utiliser des xénoblotiques (molécules d'origine
industrielle) comme source de carbone et d'énergie pour leur synthèse celtulaire (Stouthamer,
1977). C'est dire que presque toutes les molécules peuvent être biodfuradées ou biotransformées.

Ainsi, la biotransformatlon de certaines molécules industrielles et leur valorisation par
voie biologique, sont envisageables.

Au terme d'une analyse bibliographique ayant trait à la biodégradation des hydrocarbures
(chapitre 2), le but de ce travail expérimental est d'étudier le mécanisme de dégradation, par des
bactéries, du carbazole (sous-produit de cokéfaction) (Figure 1), et d'apprécier les conditions
optimales leur permettant de produire dans le milieu de culture, des composés correspondant à
des dérivés de I'indole, ou mieux enoore, à l'indole lui-même.

Figure 1 : Formule développée du carbazole.

La biotransformation du carbazole en composé indolique en ferait alors une molécule à forte
valeur ajoutée, susceptible d'une utilisation industrielle pour, par exemple, la synthèse d'acides
aminés aromatiques comme le tryptophane. La voie bactérienne pour synthétiser I'indole a été re-
tenue car il s'est anéré, jusqu'alors, impossible d'obtenir cette molécule par voie chimique.

La biotransformation du carbazole comme source de carbone pour les bactéries a été étudiée
selon trois directions correspondant à une mise en solution différente du produit étudié :

le carbazole seul,
le carbazole en présence de tensioactifs de synthèse,
I'acides carbazole monosulfonique.

Ces trols différents substrats sont testés afin :
(a) de sélectionner plusleurs bactéries capables d'utlllser le carbazole sous ses différentes

formes (chapitre 4) ;
( b ) de déterminer le substrat le plus blodlsponible et le plus favorable à la dfuradation et

d'étudier l'évolution des cultures bactérlennes sur le carbazole en fonctlon du temps et en fonction
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des paramèlres suivants : pH, densité cellulaire, concentrations en carbone, azote et phosphore,

ainsi que la solubilité de I'hydrocarbure (chapitre 5).

Au terme de cette double approche, les mesures et observations obtenues conduisent à opti-
miser les milieux de culture en mettant en évidence les conditions les plus favorables d'une part,
à la croissance bactérienne (taux de croissance) et d'autre part, à la dégradation du substrat car-
boné (taux de conversion du substrat).

Les milieux de culture présentant les conditions les plus favorables à la dégradation sont
retenus pour une analyse qualitative des métabolites extracellulaires produits par les bactéries
testées (chapitres 6 et 7).

Les analyses qualitatives réalisées par couplage chromatographie en phase gazeuse - spec-
trométrie de masse permettent I'identification de certains composés conlenus dans les milieux de
culture (produits indoliques ou autres).

Les structures indoliques présentes sont ensuite quantifiées afin de sélectionner la souche
bactérienne, le substrat et les conditions les plus favorables à la production de noyaux indoles.
Enfin, avant de conclure, plusieurs voies de dégradation du carbazole sont proposées.
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2. BIBLIOGRAPHIE



2.1. LE CARBAZOLE

Le carbazole, généralement considéré comme une impureté de distillation des goudrons, n'est

pas un produit de haute valeur ajoutée. ll est cependant utilisé dans la fabrication de plaques pho-

tographiques sensibles aux U.V. et de colorants. En laboratoire, il est utilisé comme réactif de

détection de la lignine, des sucres et du lormaldéhyde (IARC, 1983).

2.1.1. ORIGINE DU CARBAZOLE

Le carbazole est présent dans les goudrons produits lors de la cokéfaction du charbon. Les

goudrons, mélanges de molécules allant du benzène aux polyaromatiques lourds, subissent pour

être exploitables un premier traitement de distillation primaire consistant en sa séparation en

plusieurs coupes d'huiles.

Une séparation typique est présentée sur le tableau 1.

Tableau 1 : Catégorie et répartition des ditférentes coupes obtenues par distillation des

goudrons.

Intervalle de température
de distillalion (oC]

Coupe d'huile o/o

180.C Huile léoère 0.5 -  1 .0
| 80 - 205"C Huile phénolhue 2-4
200 - 230"c Huile naphtalénioue 8 -12
240 - 290C Huile d'acénaohtène 6 -14
260 - 310.C Huile anthracénioue 7 -20
320 - 370.C Huile de chrvsène 7 -20

Résidu de distillation Brai 48-52

Le goudron est séparé par distillation en six coupes d'huiles, la phase la plus lourde @rres-

pondant au brai. En France, les huiles légères sont fournies à une unité de traitement des benzols ;
les huiles phénoliques et naphtaléniques sont traitées pour récupérer le phénol, les crésols et les

xylénols ainsi que le naphtalène.

Les huiles anthracéniques traitées conduisent à la production d'un mélange d'anthracène, de
phénanthrène et de carbazole en proportions variables. Les composés peuvent être ensuite puri-

fiés par l'utilisateur.



2.1.2. DESCRIPTION DE I.A MOLECULE DE CARBAZOLE

Le carbazote est hétérotricyclique (Figure 1) de formule CteHgN (PM = 167,21 gl.

Son aromaticité lui confère une structure plane (excepté l'hydrogène de I'azote) et un plan

de symétrie. Le point de fusion du carbazole est de 247 - 248'C et son point d'ébullition s'élève à

355"C à 760 mm de mercure.

Le carbazole, molécule hydrophobe, est très peu soluble dans I'eau. li est légèrement solubte

dans l'éther, le benzène, le toluène, la pyridine, le méthanol et l'éthanol (1 g/l à 25"C d'après

Montreuil & Spik (1963)), mais très soluble à.chaud dans I'acétone, l'éthanol, le benzène ainsi
que l'éther de pétrole, les acides acétique et sulfurique concentrés. Le carbazole est aussi soluble

dans le dichlorométhane, le chloroforme et le tétrachlorure de carbone (Zelent & Durocher,

1981 ; Balsells & Frasca, 1985).

2.1.3. TECHNIQI.JES DE DOSAGE DU CARBAZOLE

L'aromaticité et I'hétéroatome donnent à ta molécule les propriétés

. d'absorption en U.V.

. d'émission fluorescente

. d'émission phosphorescente.

Sa structure hydrocarbonée lui confère la propriété de résister aux hautes températures et
d'être dosé par chromatographie en phase gazeuse et identifié par spectrométrie de masse.

Le carbazole en tant que molécule aromatique est caractérisé par un spectre U.V. (Figure 2).

IoalE trù4. q.

Figure 2 : Spectre U.V. du carbazole dans l'éthanol à 95o/o.

Le dosage quantltatif du carbazole peut donc être réalisé par spectrophotométrie U.V. (par

exemple à 254 nm), la densité optique étant directement proportionnelle à sa concentration et par

chromatographie HPLC équipé d'un détecteur.U.V. Sous lumiàre U.V., le carbazole se caractérise

par ses propriétés de fluorescence et de phosphorescence. ll peut donc être dosé quantitativement
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par spectrofluorimétrie. Le maximum d'émission en fluorescence est obtenu à la longueur d'onde

de 335 nm avec une lampe au xénon 150-W cpmme source d'excitation (Furusawa et a1.,1983).

Le carbazole peut aussi être dosé avec une excitation en U.V. à 297 nm (Lakowicz &

Anderson, 1980).

Comme le phénanthrène et l'anthracène, le carbazole et ses dérivés peuvent être dosés di-

rectement par chromatographie en phase gazeuse et identifiés par spectrométrie de masse (Figure

4), et ceci après séparation sur colonne capillaire à phase stationnaire OV-73 (25 m x 0,3 mm),

OV-61 (25 m x 0,3 mm) et OV-1701 (25 m x 0,3 mm) (Dorbon ef al., 1982 ; Dorbon et al.,

1984a ; Dorbon et a1.,1984b ; lgnatiadis et al., 1985 ; lgnatiadis et al., 1986a ; lgnatiadis et

al . ,  1986b).

Certaines phases stationnaires (OV-1) n'ont aucune atfinité avec tes composés même très

faiblement polaires. Dans ce cas, il est nécessaire de dériver I'hétéroatome par une silylation

(Figure 3) pour obtenir une meilleure définition el une meilleure séparation.

SilCHr lr

.r,!-"d,.",,,

@æ Ç-o#,
pSrridlne

Figure 3 : Réaction de dérivation du carbazole dissous dans la pyridine par silylation avec le

réactif BS TFA (N, O-bis- (Triméthylsilyl) tr if luoro-acétamide) (lnter-

ch im) .

Figure 4 : Spectre de masse du carbazole (lmpact Electronique à 70 eV).

Le carbazole présente une faible fragmentation en spectrophotométrie de masse à impact

électronlque. Les ions m/e 139 (Cr1H7) (13%) et 140 (CrrHe) (11%) résultent de la perte de

HCN et HZCN de I'ion moléculaire. Leur perte implique une rupture considérable du squelette de la

molécule, ce qul explique la laible fragmentation (Porter & Baldas' 1971).



2.1.4. TOXICITE DU CARBAZOLE

La carcinogénicité du carbazole reste à mettre en évidence. En effet, chez la souris, le car-
bazole semble ni tératogène, ni actif lors de tests à court terme (IARC, 1983) ; par contre, une
augmentation du nombre de nodules néoplasiques dans le foie a été observée en fonction de la dose
de carbazole administrée par voie orale et des cancers hépatocellulaires ont été signalés.

De même, des tumeurs bénignes ou cancéreuses de I'estomac ont été observées chez les ani-
maux ayant reçu de hautes doses de carbazole.

Différentes études ont été menées avec d'autres organismes. La diversité des résultats ne
permet pas non plus de conclure sur la carcinogénicité du carbazole.

Tetrahymena pyriformis subit une inhibition de croissance qui est fonction de la dose de
carbazole administrée (Schultz et al., 1980 ; Schultz, 1980 ;Schultz et al., 1982).

Le carbazole n'a pas montré d'effet sur Salmoneila typhimurium (IARC, 1983).
Les hépatocytes de rat sont capables de dégrader le 7H-dibenzo (c,g) carbazole.
Plusieurs métabolites ont été identifiés, mais aucune toxicité n'a été observée (Stong &

Warshawsky, 1983).

De toute façon et dans tous les cas, il faut manipuler prudemment le carbazole et éviter toute
contamination du manipulateur.

2.2. VOIES DU METABOLISME BACTERIEN

Ce chapitre peut être considéré comme étant une introduction au chapitre suivant dans le-
quel sont rassemblées les voies de dégradation des substrats carbonés.

En etfet, dans ce chapitre sont présentées les ditférentes sources de matière et d'énergie qui

entretiennent la vie cellulaire.

Ces ditférents paramètres permettront de comprendre les raisons qui font qu'une bactérie
peut dégrader une source de carbone.

Le métabolisme bactérien peut être défini comme étanl la somme de toutes les réactions

enzymatiques qui contribuent à l'échange de matière et d'énergie entre la cellule et son envi-
ronnement

Le métabolisme se caractérise par les fonctions spécifiques suivantes :

- extralre l'énergle chimique soit des sources de carbone du milieu, soit de la lumière
solaire

- transformer les aliments exogènes en précurseurs des composants macromoléculai-

res de la cellule
- assembler ces matériaux en protéines, acides nucléiques, lipides ou en autres cons-

tltuants caractérisliques de la cellule.



2.2.1. LES SOURCES DE CARBONE ET DAZOTE

Les cellules peuvent être divisées en deux grands groupes sur la base de la forme chimique

du carbone qu'elles empruntent au milieu extérieur :

. les cellules autotrophes utilisent le gaz carbonique comme unique source de carbone

et élaborent à partir de celui-ci leurs biomolécules carbonées. Si les cellules autotrophes se

rencontrent surtout dans le monde végétal, il existe tout de même certaines bactéries qui ont les

mêmes caractéristiques ;

. les cellules hétérotrophes ne peuvent pas utiliser le gaz carbonique et doivent

emprunter à leur milieu le carbone sous une forme relativement complexe comme par exemple le

glucose ou bien un hydrocarbure. La plupart des microorganismes sont hétérotrophes, ainsi que

les cel lu les des animaux supér ieurs.  Ce sont bien évidemment les microorganis-

mes hétérotrophes qui nous intéressent pour l'étude de la dégradation du carbazole.

Les microorganismes montrent une souplesse métabolique considérable et sont capables de

s'adapter à la nature et à la quantité des différentes sources de carbone disponibles dans leur mi-

lieu de culture.

Par exemple, Escherichia colipeut utiliser comme unique source de carbone, non seulement

le glucose, mais aussi d'autres sucres, le glycérol, les aminoacides ou même des molécules sim-

ples comme l'éthanol ou I'acétate.

De ce fait, certaines bactéries sont capables de s'adapter aux sources de carbone complexes

comme les hydrocarbures (pétrole, huile...) et à de nombreux produits de synthèse.

Comme le carbone, I'azote est un constituant élémentaire des protéines, des acides nucléi-

ques et d'autres biomolécules importantes.

Cependant, la plupart des organismes ne peut utiliser l'azote N2 chimiquement inerte.

lls doivent recevoir leur azote sous forme combinée (Nitrate, Ammoniaque, Aminoacides) et

comme il est peu abondant, il subit un cycle continuel.

De plus, comme pour le carbone, les microorganismes peuvent montrer une souplesse mé-

tabolique cpnsidérable dans le choix de la sourcs d'azole.

Escherlchia culi peut en effet utiliser d'autres sources d'azote en remplacement de I'am-

moniaque : divers aminoacides, les purines, pyrimidines, la choline...

Lorsque les cellules d'Escherichla æli, cultivées en présence d'ammoniaque comme source

d'azote, sont placées dans un milieu riche en aminoacides exogènes, les cellules cessenl d'uliliser

I'ammoniaque et emploient les acides aminés préformés.

Toutes ces réactlons de transformation du carbone et de I'azote font partie du métabolisme

cetlulaire. Or ce métabolisme, que cela soit pour les bactéries ou bien pour les autres cellules, est

divisé en deux phases principales : le catabolisme et l'anabolisme.



10

2.2.2. CATABOLISME ET ANABOLISME

Le catabolisme correspond à la partie du métabolisme des cellules où les sources de carbone
et d'azote, qui proviennent du milieu de culture ou des propres réserves de la cellule, sont dé-
gradées enzymatiquement en une série de molécules plus simples.

Ls catabolisme s'accompagne de la libération d'énergie libre qui est conservée sous forme de
liaisons phosphates, riches en énergie, en adénosine triphosphate ATP (Best, 19S7).

L'anabolisme est la phase de biosynthèse du métabolisme. La synthèse enzymatique, à partir

de précurseurs simples, aboutit à la formation de molécules relativement volumineuses qui

entrent dans la composition des cellules, telles que les polysaccharides, les acides nucléiques, les
protéines et les lipides.

L'anabolisme nécessite un apport en énergie libre, énergie qui sera fournie par I'ATP (Best,
1  e87) .

En définitive, I'anabolisme permet, entre autres, la division cellulaire (production de bio-
masse) et I'excrétion dans le milieu de culture de molécules particulières comme par exemple les
tensioactifs (ct. 2.7.1.).

Les précurseurs simples utilisés lors des synthèses enzymatlques, proviennent du catabo-
lisme des sources de carbone et d'azote.

La croissance cellulaire et la production de molécules dans le milieu de culture sont donc
deux facteurs mesurables qui permettent d'atfirmer que des sources de carbone et d'azote sonl
utilisées par I'organisme étudié.

Le catabolisme et I'anabollsme sont donc intimement liés dans la vie de la cellule.
Chaque voie catabolique et anabolique consiste en une suite de réactions successives cata-

lysées par des enzymes. Les enzymes sont donc les unités catalytiques des métabolismes inter-
médiaires.

De nombreuses réactions mettent en jeu des transferts enzymatiques d'atomes d'hydrogène,
de molécules d'eau ou d'unités fonctionnelles comme des groupes amino, acétyl, phosphate, mé-
thyl, formyl, carboxyl ou adényl (Best, 1987).

Trois niveaux de complexité dans I'organisation des systèmes enzymatiques peuvent être
observés :

. les enzymes sont en solution dans le cytoplasme à létat de molécules séparées. l-es
métabolites de plus faibles dimensions que l'enzyme dlffusent d'une enzyme à I'autre suivant la
séquence lmposée (Figure 5) (Lehninger, 1982) ;
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Figure 5 : système enzymatique soluble ou dissocié avec des intermédiaires ditfusant B, c,

D, E.

' les enzymes sont liées et fonctionnent ensembte pour former un complexe multien-
zymatique' De tels complexes indissociables diminuent les distances que doivent parcourir les
métabolites en suivant les étapes de la séquence. Les métabolites peuvent même être liés de façon
covalente au complexe multienzymatique comme dans le système ,,acide gras synthétase,,des levu-
res (Lehninger, 1992) ;

' les systèmes enzymatiques sont associés à des structures supramolécutaires comme
les membranes ou les ribosomes. un exempte important est fourni par la chaîne des enzymes
lransporteurs d'électrons qui assure le transfert des électrons d,un substrat vers l,oxygène chez
les cellules hétérotrophes (Lehninger, 19g2).

Le métabolisme procède donc par étapes enzymatiques successives en produisant à chaque
fois un intermédiaire appelé métabolite.

or les voies cataboliques ne permettent pas touiours la dégradation enzymatique torale d,une
source de carbone ou d'azote, soit parce que I'organisme ne possède pas l,enzyme nécessaire à la
dégradation, soit parce que la vitesse de dégradation de I'enzyme est trop lente par rapport à celle
des enzymes qui ont produit les précurseurs.

Dans tous les cas, le résultat est identique ; une accumulation du métabolite dans ta cellule
est tout d'abord observée, puis celui-ci est excrété dans le milieu de cutture.

La dégradation d'une source de carbone ou d'azote a donc pour but de produire des électrons,
des atomes d'hydrogène, des groupements et de l'énergie qui entrent directement dans les voies de
I'anabolisme de la bactérie permettant la biosynthèse du matériel cellulaire, la division cellulai-
re, la maintenance de la cellule...

Quant au catabolisme des sources de carbone et d'azote, il permet la production de métaboli-
tes intra et extra-cellulaires et la production de gaz carbonique et d,ammonlaque.

En fait, la bactérie tente souvent d'utiliser en totalité la source de carbone. pour observer la
production de métabolites dans le milieu de culture, it faut :
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' soit sélectionner une souche incapable de dégrader certaines structures (carence
, enzymatique),

' soit placer la souche dans un mitieu tel que certaines voies métaboliques soient
inhibées ou atfaibties (cf. 2.6.).

2.3. LES METABOLISMES DE DEGRADATION DES HYDROCARBURES

La biodégradation ou biotransformation d'une molécule comme le carbazole peut conduire,
grâce à des mécanismes d'hydrogénation, d'oxydarion, à la formation de nouvelles slructures aro-
matiques ou non après ouverture de leurs cycles et élimination des chaînes latérales ainsi for-
mées. C'est dire, dans ces conditions, que l'étude de la biodégradation couvre un champ large de
réactions non seulement propre aux molécules aromatiques, mais aussi relatif à la biotransfor-
mation des cycloalcanes el même des alcanes.

Aussl ce paragraphe sur le métabolisme des dégradations est-il présenté en trois parties
eorrespondant respectivement aux

. alcanes, alcènes

. cycloalcanes, cycloalcènes

. aromatiques.
Pour chacune des parties traitées, l'information scientifique existante est rassemblée afin

de mettre en évidence, si possible, des lois générales de biodégradation et tenter de définir un
mécanisme théorique de la biodégradation du carbazole par les bactéries.

2.3.1.

Différents mécanismes de dégradation sont mis en évidence suivant le taux d,oxygène dissous
dans le milieu de culture. L'assimilation totale de ces hydrocarbures par les bactéries sera étudiée
en milieu aérobie, tandis que des mécanismes de déshydrogénation seront observés en milieu
anaérobie.

2.3.1.1. En milieu aérobie

Le métabolisme de dégradation des alcanes et des alcènes s'effectue chez tes bactéries en
milieu aérobie par une série d'étapes enzymatiques qui conduisent successivement à la formation
d'alcool puis d'aldéhyde et enfin d'acide carboxylique (Aflas, 19gl).

L'acide carboxylique formé est ensuite assimilé par la bactérie par p-oxydation. Leadbetter
& Foster (1960) reconnaissent une telle succession de mécanismes si t'attaque enzymatique a lieu
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sur le radical primaire, mais montrent la production d'un alcool secondaire puis d,une méthyl-
cétone si I'attaque se fait au niveau du radical secondaire du substrat. cependant cette dernière
oxydation n'apparaît pas comme étant la voie métabolique principale de la plupart des bactéries
utilisant ce type d'hydrocarbure comme source de carbone.

Nakajima et al. (1974) observent la production de 1-pristanol et d,acide 1-pristanique
lors de I'oxydation n-terminate du pristane I I avec la souche Nocardia BpM 161g.

lls font des observations simitaires en étudiant I'oxydation par la même souche d,autres hy-
drocarbures isoprénoides (phytane, norpristane, farnesane et 1-pristène) (Nakajima et al.,
198Sa,  t9B5b) .

Par contre, Mckenna & Kall io (1971) observent la formation d,acides dicarboxyli-
ques terminaux lors de I'oxydation du pristane par la souche Corynebacterium RTMP-S.

La même observation est faite lors de l'étude de la dégradation du squalène (terpéno.rde
acyclique) avec corynebacterium sp. (yamada et a1.,19g5) (Figure 6).

corynebacteriun sP.

- -+->->
squalèae

HOOC cooH

Figure 6 : L'oxydation du squalène par Corynebacterium sp. conduit à la formation d,aci-
des dicarboxyliques tsrminaux.

Les ditférentes oxydations s'etfectuent à partir de t'oxygène de l,alr. Ainsi Stew art et at.
(1959) montrent l'lncorporation d'oxygène tourd (18oe) dans les celtules de Micrococcus cere-
ficans après croissance sur hexadécane (C16) utilisé comme seule source de carbone pour pro-
duire l'acide carboxylique correspondant : l'acide palmitique.

L'hydroxylase est I'enzyme responsable de la formation des métabolites hydroxylés en pré-
ssnce d'un donneur d'électrons (le plus souvent le pyridine-nucléotide rédult).
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R-H+o^+INADH +H* -à' I  NADPH
R- QH*f 

l lno.

f ruRoe*
+ Hro

Peterson et el. (1967) et Peterson & Coon (1968) ont isolé le système enzymatique d'oxy-
dation de Pseudomonas oleovorans. L'oxydation se réalise au niveau du groupement méthyl
terminal sur le n-octane com-me le démontrent Ghotson et al. (1969).

chez cette bactérie le système enzymatique se compose de trois protéines : la NADH-Réduc-
lase, la Rubredoxine et une hydroxylase (Figure 7).

o*DH Rédsa6e. -R'bacdoim , l;*t
\ /  r * r \ /  ( F c . . t  V

I I fr.,tttottdffi;'l

,-/\rr*",./\*o.*,n./ \"ro
( rédl  (Fêr. ,1 

\ -a"ao*

Figure 7 : Système enzymatique d'hydroxylation des alcanes de Pseudomonas oleovorans.

Le système hydroxylase de Pseudomonas oleovorans n'est pas unique. En effet, chez Coryne-
bacterium sp. (souche TElc), I'oxydation primaire du n-octane s'effectue comme précédemment
par hydroxylation mais la rubredoxine n'est plus impliquée (cardini & Jurtshuk, 1970) (Figu-
re 8).

, -  
R_cH3

/ . -oz
NADH--->Flovoproléine7 ? -T-Cy, pr,Sâ(

\ , ,o
cylc 

\*'-.H2oH

Figure 8 : Système enzymatique d'hydrorylation des alcanes de Corynebacterium sp.

L'hydroxylation en alcool primaire d'un alcène terminal nécessite un système enzymatique
de formatlon des époxydes, mécanisme très différent de celui qui catalyse l,oxydation des atcanes
(Azoulay, 1966) (Figure 9).
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Figure 9 : Système enzymatique d'hydroxylation du 1-heptène par pseudomonas aerugi-
nosa sol 20.

Van der Linden (1963) montre que Pseudomonas sp. est capable d'oryder un alcane.
Par e,ontre, Patel ef al. (1982) mettent en évidence une enzyme monooxygé nase chez Mé-

thylobacterium sp. qui a un effet catalyseur sur l'époxydation et t'hydroxylarion des alcènes mais
aussides alcanes. Le donneur d'électrons de cette enzyme correspond au cofacteur NADpH2.

Au-delà de ces étapes, I'alcool est oxydé en aldéhyde par déshydrogénation en présence de
pyridine nucléotide: NAD+ (Azoulay, 1966), NADP+ (Tassin & Vandecasteele, 19721 peuvent
servir indifféremment (van der Linden & Huygbregtse, 1969).

Ensuite, I'aldéhyde est oxydé en acide carboxylique par déshydrogénation.
Enfin, I'acide gras résultant est transformé par p-oxydation pour donner des composés à

deux ou trois atomes de carbone.
Le Petit & Tagger (1976) montrent que I'assimilation des acides gras par les souches Alca-

ligènes spàet spllest plus rapide que celle des alcanes. Ceci s'explique par le fait que I'alcane doit
être oxydé avant d'être assimilé. De plus, I'observation a montré que les groupements méthyl en
position p sur une chaîne carbonée bloquaient généralement le mécanisme de la B-oxydarion
(Atlas, 1981). En d'autres termes, les groupements méthyl induisent une résistance à l,attaque
bactérlenne.

2.3.1.2. En milieu anaérobie

Peu d'études ont été aocomplies sur la dégradation des alcanes et des alcènes en milieu anaé-
robie.

En absence d'oxygène et en présence d'hydrogène, Pseudomonas aeruginosasol 20 convertit
le n-heptane en 1-heptène (Azoulay, 1966). La transformation exige l,apport d'énergie tibre
sous forme d'ATP (Figure 10). Cependant, la transformatlon de I'alcane s'arrête à ce stade car
I'oléfine formée, pour être assimilée par ta bactérie, doit être oxydée par un système enzymatique
nécessitant de I'oxygène moléculaire.

cH3 -(cH2 )& -

lr
l (

CHI -  (cH2 )4 -

Ir
l*
?

cH:  -  ( cH?) t  -
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cHg -(CHr).-  CUr- d{e

tl: *-
I Y

o'éfine- ll WAroca,rturcdaebvdrogÉnese
; ;à;;;".  l l  *Fe2+*arp

lF r.o%
cHg -(cHr),  -  eH - cHe

Figure 10 : Le système enzymatique de déshydrogénation de I'alcane par pseudomonas
aeruginosa sol 20 forme un équilibre avec le système oléfine-réductase.

23.2.

Les cycloalcanes et cycloalcènes sont des composés qui peuvent être totalement dégradés par
un nombre de microorganismes très restreint. Cependant deux souches, Nocardiasp. (Stirling ef
al', 1977) el Pseudomonas sp. (Anderson ef a/., 1980), s'avèrent capables d,utiliser le cyclohe-
xane comme source de carbone (Figure 11).

oHoo

-\ ,\ ^" 
cooH

|  ) ->L J I  l -à(  l ->(cHz)4
\,/ \,/ \-/ \_/ |

cooH

Figure 1f 
ir:i#":e 

désradation du cyclohexane par une souche de Nocardia et de

Ce mécanisme a été reconstitué par la mise en évidence de trois enzymes : la cyclohexanol
déhydrogénase, ra cycrohexanone monooxygénase et e-caproractone hydrorase.

La cyclohexanol déhydrogénase a été purifiée (stirling & perry, 1980) et correspond à une
alcool seoondaire déhydrogénase NAD dépendante.

L'enzyme est spécifique des cycloalcanols substitués ou non (2-méthylcyclohexanol,
cyclohexanediol). Quant aux cycloalcènes, leurs mécanismes de dégradation, en particuliei la
phase d'oxydation, peuvent être affectés par la présence de la double liaison. Ainsi, lors des essais
d'oxydation du cyclohexène par Aspergtttus niger (Bhattacharyya & Ganapathy, 1965), le site
d'oxydation préférentiel correspond à un carbone saturé commo le montre la figure 12.

Â Â""i,
t l l  -+[ l l  *[ i l  +T il
\./ \-/ \-/ \,/

Figure 12 : oxydation du cyclohexène par Aspergittus niger.
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La même observation a été rapportée par Ganapathy etal. (1966) en étudiant les oxydations
du 1-méthyl-l-cyclohexene 

[4 ] 
et ou 1-méthyl-g-cyctohexèn. 

f*l par une souche d,Asper-gittus niger. Lv I LUJ 
-

2.3.2.1

si peu de bactéries utilisent les cycloalcanes et les cycroarcènes comme source de carbone,
certaines comme Mycobacterium vaccae JOB'S (ooyama & Foster, 1g6s) sont capabtes de lesoxyder sans les utiliser comme source de carbone.

Avec Mycobacterium vaccae JoB-s, il en résulte une production de composés cétoniques(Figure 1g).

A 
-  catc ' rcxo

C-C""

e.-*ar.,,
o-o'"

Figure 13 : oxydation de cycloalcanes par Mycobactetium vaccaesouche JoB-s.

La figure ci-dessus montre que le cyclopropane, du fait de t'instabilité de sa structure cy-
clique' est le seul à subir un clivage pour produire un aldéhyde. D,autre part, l,observation
montre que les groupements méthyl orientent I'oxydation du substrat, leur oxydation étant plus
difficile que celle des carbones formant le cycle.

chez d'autres bactéries, I'oxydation des cycloalcanes et des cycloalcènes n,aboutit pas à la
formation de composés cétoniques, mais à celle de composés hydrorylés. van Ravenswaay claasen
& van der unden (1971) montrent que la souche Pseudomonas aeruginosa 473est capable d,hy-
droxyler certains cycloalcanes.

cette enzyme peut aussi hydroxyrer re cycropropane, re drcycropropyrméthane I F"",_(] etle 1'2-dicyclopropyléthâne [[""{ ] sans que ceux-ci servent de support à la croissance bacté-
rienne (van Eyk & Bartels, 1968), car I'hydroxylatlon Jes cycloalcanes substitués s,effectue en
oppositlon par rapport au substituant.

Des résultats similaires ont été obtenus par colby et at. (1g77) qui ont mis en évidence
chez Methylocoæus capsulafus une enzyme monoorygénase capable d,hydroxyler les cycloalcanes.
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2.3.2.2.

Les produits d'oxydation des cycloalcanes et des cycloalcènes par certaines bactéries peuvent
être utllisés par d'autres bactéries. c'esl ainsi que De Klerk & Van der Linden (19741ont isolé
une souche Pseudomonas sp. capable d'utiliser comme source de carbone la cyclohexanone.

D',aulre pan, Nocardia gtoberula souche cL-l (Norris & Trudgill, 1971,) et Acinetobacter
NCIB 9s71 (Donaghue & Trudgill, 1975) sont capables d'utitiser le cyclohexanol comme source
de carbone (Figure 14).

cooH
I

r.érrl cortcHat{

I
c o o H

o H 9 s

^_.4 ^"I  l - à t  Iv \-/ 
->L/

J
cooH cooH

/ i"o .) cH2oH

(,

Figure 14 : Voie métabolique de dégradation du cyclohexanol par deux bactéries isolées du
sot (Nocardia gtoberula cL-l et Acinetobacfer NCIB 9871).

Le mécanisme montre que tes cycloalcanones suivent la même voie de dégradation (Trudgill,
1978)' La formation d'un intermédiaire de type lactone serait due à l,act6n d,une flavoprotéine
qui a été isolée et purifiée par Griffin & Trudgill (1926) chez pseudomonas NclB 9g22.

Les lactones formées suggèrent que les cycloalcanes sont métabolisés via une réaction
d'insertion d'oxygène du type Baeyer-Villiger.

La lactone est une structure instable qui peut s'ouvrir spontanément ou être hydroxylée
enzymatiquemenl pour former un diacide gras assimilable en Acétyl coA.

2.3.2.3.

Les cycloalcanes et cycloalcènes méthyl- ou éthyl- substitués subissent une oxydation sur
le cycle aboutissant à la formation de cycloalcanols ou cycloalcanones substitués.

cependant, Davis & Raymond (1961) montrent que les souches Nocardta 107 - 332 et No-
cardia M'o sont capables d'oxyder le n-butylcyclohexaneI 

ç; %b ] en acides cyclohexanebutyri-
gu e [Or "qr, 

:;oor] ou cyclohexaneacétique [CX.q *4
Cependant, Nocardla 107 - 332 est incapable d'utitiser ces composés comme source de car-

bone' En effet, son métabolisme ne lui permet d'utiliser que les composés substitués dont la chalne
linéalre possède un nombre impair de carbone.

C'est alnsl que la croissance devient possible avec les acides cyclohexanecarboxylique
et cyclohexaneproprionique [CXc[).coox ]'.
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De feur côté, Beam & Perry (19741ont utilisé des mycobactéries (M. vaccae, M. convolu-
tum' M' rhodococcus) pour étudier la dégradation des cycloalcanes substitués avec de longues
chaînes carbonées.

L'oxydation s'effectue sur le méthyl terminal du substiruant pour produire un acide carbo-xylique' L'acide gras formé est incorporé dans les phosphoripides cellulaires ou dégradé en acétylCoA par le mécanisme de ta B-oxydation.
De par leur structure, il semble normal que ces composés aient des mécanismes de dégrada-

tion similaires à ceux des alcanes.
Les cycloalcanes et les cycloatcènes polysubstitués peuvent aussi être utilisés comme sourcede carbone par les bactéries. Par exemple, te p-menthane t.ç{ ] est hydroxylé par pseudomonas

mendocina souche sF grâce à une enzyme monooxygénase (Figure ls) (Tsukamoto et al., 1g7s,1 977).

cooH lr",

fl<*a,*-a ït:' ai
YY

Fioure 15 : Biodégradation de p-menthane par pseudomonas mendocina souche sF.

De même Pseudomonas souche PL est capable de croître avec o-pinenef @ ], B-pinène
IO ]' limonène i C{] comme seule source de carbone (shukta & Bhattach aryya,1968 ;shukfa et al', 1968)' De plus, Pujar & Bhattacharyya (197Ba,1gzgb) montrent que cette mêmesouche esr capabre de croîrre sur 1-p-menrhène t>ot er 3-p_menrhène t >o].

2.3.2.4. ,

Deux types de dégradation ont été rapportés dans ra rittérature :
- d'une part, la biotransformation de I'acide cyclohexanecarboxylique par la bactériePRLWl9 met en jeu un mécanisme de p-oxydation similaire à celui des acldes gras via une s-

oxydation de l'ester cyclohexanecarboxyl-coA (Figure 16) (Blakley, 197g).
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Figure 17 : Aromatisation de I'acide cyclohexane carboxylique par les bactérie s Arthro-
bacter PRLWl5, Alcatigenes w1 et corynebacterium cyclohexanicum.

Les mécanlsmes de dégradation des composés aromatiques sont étudiés dans les chapities
suivants.
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cooH C O S C o A COSCoA

COSCoA COSCoA

'zo A-o"

TU
Figure 16 : Biodégradation de I'acide cyclohexanecarboxylique par l,organisme pRLW19.

Plusieurs enzymes responsables de cette biodégradation (cyclohexane carboxyl - coA syn-
thétase' cyclohexane carboxyl - coA déhydrogénase, 1-cyclohexène carboxyl - coA hydratase ettrans-2'hydroxycyclohexane carboxyl - coA déhydrogénase) sont induites tors des cultures surce substrat ;

' d'autre Pâd, un mécanisme tout à fait remarquabte a été mis en évidence par Blakley(1974) sur Arthrobacter (PRLWl5), par Kaneda (1974) sur corynebacterium cyclohexani-
cum' otJ encore par Taylor & Trudgill (1978) sur Atcatigenes souche wl. ces trois bactéries,
utilisant généralement des sources de carbone à slructure aromatique, métabolisent l,acide cyclo-
hexane carboxyrique en aromatisant re cycre ariphatique (Figure 17).
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2.3.3.

2.3.3.1. Le benzène

Les premières investigations menées sur le benzène avec pseudomonas putidapar Gibson etal' (1968 & 1970) ont permis de mettre définitivement en évidence la formation de cis-benzène
dihydrodiol avec deux atomes d'oxygène dérivant de l'oxygène motéculaire. ce mécanisme est diËférent du métabolisme de dégradation du benzène chez les revures et les mammifères pour lequel ily a production de trans-benzène dihydrodiol par hydratation de l,époxyde de benzène (Figure 1g).

aE++zc-

Figure 18 : Voies métaboliques générales menant au catéchot chez les hydrocarbures aro-

iil:i:,ff;,ï'ffiffi:ïffiï ;J,ï:::ryotes 
(L'intermédiaire dio.

Le mécanisme de dégradation du benzène par Pseudomonas putida(Figure 20) a été comprisà partlr des observations suivantes :

1' Après croissance sur un hydrocarbure aromatique approprié, les suspensions cel-lulaires oxydent le benzène en cis-benzènediol et catéchol el non pas en phénol et trans-benzène-
diol' De plus' les sources de carbone sont faiblement oxydées par des cellu6s croissant en absence
d'hydrocarbure.

2' Les relations stoechiométriques de consommailon d'oxygène lors de l,oxydat6n dubenzène montrent que 2, 1,5 et 1 moles d'oxygène sont utillsées pour le benzène, le cis-benzènedlhydrodlol et le catéchol respectivement.
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3 ' L'extrait cellulaire enrichl en Fe2+ (donneur d'électrons) cystéine, éthanol etNAD' catalyse I'oxydation du benzène. Le cis-benzène-dihydrodiol, le catéchol et l,acide a-hydro-
xymuconique semi-aldéhyde sont formés à chaque fois.

4' Les expériences isotopiques montrent que le l4c-benzène peut être oxydé par lessuspensions cellulaires. Le trans-diol n,a jamais été observé.

5 ' Pseudomonas putida souche 39/D, incapable de croître avec les hydrocarbures
aromatiques comme seule source de carbone, accumule un benzène dihydrodiol remarquabtement
identlque au cis-benzène dihydrodiolde synthèse. une enzyme déhydrogénase NAD dépendante pourle cis-benzène dihydrodiot a été mise en évidence.

Trois protéines ditférentes A1 , A2, êl B, séparées par chromatographie d,exrraits cellulai-
res de Pseudomonas putida sur DEAE-cellulose (Axcell & Geary, 1g75) en présence de NADH etd'ions ferreux participent au transport d'électrons permettant l,oxydation du benzène en cis-benzène dihydrodiot (Figure 19).

NADH_)a 
::,, \/,' 1.,. \al:,. V 

c,s.benzènedi<,1

*.^o .-Â*, lo'u,,, ̂ :.,. ..r\*:j,. ^ Benzène + o.
Figure 19 : schéma d'oxydation du benzène chez pseuûmonas putida.

La fixation de I'oxygène moléculaire sur le benzène est accomplie par l,enzyme oxygénase41 .

La cis'benzène dihydrodiol déhydrogénase permettant ra production du catéchol, a été pu-rifiée par Axcell & Geary (1973) sur la même souche de pseudomonas putida.cette enzyme estspécifique au cis-diol et nécessite le cofacteur NAD. ll s'agit d,une tétramère de poids moléculaire
110 000 dont les quatre sous-unités sont similaires.
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Figure 20 : schémade dégradation du benzène pu pseuûmonas wtkta
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Le mécanisme d'assimilation du benzène est en deux étapes. Dans un premier temps te cycle
aromatique est oxydé en catéchol, puis dans un deuxième temps le cycle est rompu (méta-cliva-
ge) par une oxygénase avant d'être assimilé sous forme de pyruvate ou d'acétaldéhyde par la bac-
tér ie.

Dagley & Gibson (1965) observent le même métabolisme de dégradation avec deux souches
de Pseudomonaset re catéchorcomme seure source de carbone.

Par contre, si le métaboiitt. de dégradation du benzène par Moraxella sp.mène bien au ca-téchof' Hôgn & Jaenicke (19721observent un mécanisme de dégradation du catéchol aboutissant àla formation d'acide cis, cis-muconique par ortho-clivage assimilable sous forme de succinate etd'acétyl CoA par la bactérie (Figure 21).
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Flgure 22: Mécanlsme de production de l,acide
catéchol par Azotobacter.
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Figure 21 : schéma de dégradation du benzène par Moraxel/a sp.

En plus des deux voies de dégradation (ortho et méta crivage) (Figures 20 et 21) une troi-
sième voie a été observée chez certaines bactéries qui sont incapables d,hydrolyser le métabolite
2-hy'droxymuco'natesemialdéhyde en 2-oxopent-4-enoate après méta-clivage et qui pourtant,
pro-duisent I'acide pyruvique et I'acétaldéhyde.

cette voie plus complexe a été observée chez Azotobacter(sala - Trepat & Evans, .1971) etpasse par la production de l'acide 4-oxalocrotonique (Figure 22).
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Ce mécanisme conduit à la formation des mêmes métabolites que ceux obtenus lors du mé-
canisme de méta-clivage (Figure 20).

Pour pallier une déficience enzymatique la bactérie passe par la production de deux métabo-
lites supplémentaires pour aboutir à la production du 2-oxopent_4-enoate.

2.3.3.2. Les monoalkylbenzènes

Pseudomonas putida (Gibson et a1.,1968) est capable de croître avec comme seule source de
carbone le toluène ou l'éthylbenzène ou I'isopropylbenzène ou le propylbenzène ou encore le bu-
tylbenzène suivant le mécanisme général présenté sur la figure 23.

9-ç:l*ç,"-Çr;::
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Fioure 23 : Schéma généralde la dégradation des monoalkylbenzènes par pseudo monas pu-
tida.

Le mécanisme de dégradation correspond dans un premier temps à I'oxydation du cycle aro-
matique pour produire un catéchol monosubstitué. Le cycle aromatique subit ensuite un méta-
clivage qui aboutit à la production d'un acide gras qui peut être assimilé par la bactérie, par le
mécanisme de la p-oxydation.

Cependant, les substituants des monoalkylbenzènes ne sont pas à t'abri de l,oxydation bac-
térienne' Mais les transformations métaboliques des substltuants sont souvent secondaires à
f'ouverture du cycle, comme le montre I'exempte de la dégradation de l'éthylbenzène par pseuèlo-
monas putida (Figure 24).
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Floure 24: Transformation métabolique mineure de l'éthylbenzène par pseudomonas puti-
h



25

Pourtanl' il s'agit parfois de la seule voie que peut emprunter la bactérie, pour utiliserf'hydrocarbure comme source de carbone. c'est ainsi que pseudomonas aeruginosaoryde le toluè-ne en benzylarcool, en benzaldéhyde et en benzoate avant d'induire le catéchol, comme re montre rafigure 25 (Ribbons & Eaton, 1982).
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Figure 25 : Transformation métabolique du toluène par pseudomonas aeruginosa.

La dégradation du toluène par Pseudomonas aeruginosa passe par l,intermédiaire benzoate. llest important de signaler que certaines bactéries ne dfuradent pas le benzoate en catéchol. Eneffet' Hutber & Ribbons (1983) ont observé une déaromatisation du benzoate pour permettre àRhodopseudomonas palustris de I'assimiler suivant le mécanisme de la B-oxydation, que cela soit
en aérobie ou en anaérobie (Figure 26).

sefon Neilson et at. (1985), ce mécanisme se rencontre le plus souvent en anaérobie.cooH
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Fioure 26 : Métabolisme de dégradation du benzoat e par Rhodopseudomonas palustris.

La perte d'aromaticité du cycle n'est pas un phénomène unique puisque pseuctomonas convexapeut dégrader I'c'méthylstyrène en ayant comme intermédiaire non aromatique le cis_2,3_
dihydroxy-l-isopropényr-6-cycrohexène (Figure 2z) (Ribbons & Eaton, r9B2).

YY
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Flgure 27: Perte de l'aromaticlté lors de la dégradatlon de I'cr-méthylstyrène par pseu-
&npnasoonvexa

Pseudomonas desmolytica s33981 est capable aussi de produlre un Intermédiaire saturélors de la dégradation de l'éthyl-, propyl- et n-butylbenzène (Figure 2g) (Ribbons & Eaton,
1  e82) .
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Figure 28 : Production d'un métabolite saturé lors de la biotransformation par pseudomo-
nas desmolyfica SB30B1 de 3 monoalkylbenzène R = éthyl, propyt, n-butyl.
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Figure 29 : Asslmilation des monoalkylbenzènes à tongue chalne carbonée : les chaînes
ayant un nombre palr de carbone aboutlssent à la productlon d'acide phényla-
cétique, un nombre impalr à I'acide benzolque.
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La dégradation des monoalkylbenzènes à longue chaîne (> s carbones) présente des simili-tudes avec celle des cycloalcanes monosubstitués du même fpe (chapitre 2.3.2.3.). Le cycle aro-matique n'est pas oxydé mais, par contre, le substituant carboné est fragmenté par B-oxydation et
supporle la croissance bactérienne (Ribbons & Eaton, 19g2). L,acide benzo.rQue ou l,acide phé-nylacétique formés (Figure 29) sont ensuite assimités par les bactéries (Rontani et at., tggs).Yamada et a/' (1985) ont étudié le même mécanisme de B-oxydation lors de la dégradation
par corynebacterium sp. de deux terpénoides : le farnesylbenzyléther et le géranylbenzyléther
(Figure g0).
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Figure 30 : Dégradation par B'oxydation de deux terpénoides par corynebacterium sp.

2.3.3.3. Les dialkylbenzènes

Les composés aromatiques diméthylsubstitués comme le m-xylène et p-xytène ont été lar-gement étudiés' De nombreux métabolites de dégradation carboxylés et hydroxylés ont alors étéisolés (Ribbons & Eaton, 1982) (Figure 31).
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Figure 31 : schéma de dégradation général par la bactérie pseudomonas putida
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I
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0

La dégradation de ces composés débute par l'oxydation d'un des substituants pour former unaclde benzoïque substjtué.
Après oxydatron en dror du cycre aromatique, cerui-ci est

d'être assimilé sous forme de pyruvate par ra bactérie.
rompu par méta-clivage avant
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En raison de la grande similitude de structure entre terpènes, paraalkyltoluènes etparaaryltofuènes, les travaux effectués avec la même souche bactérienne (pseudomonas souchePL) que celle utilisée par shukla & Bhattacharyya (1968) et shukla et at. (1968) pour t,étudede la dégradation de terpènes, ont permis d'établir le mécanisme de dégradation présenté sur tafigure 32 (Ribbons & Eaton, 1982).
I tS Cxzox çxo COOH COOi cooË COOh
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Figure 32 : schéma généralde dégradation par pseudomonassouche pL.

du paraxylène
du paraéthyltoluène
du parapropyltoluène
du paraisopropyltoluène

R = CHg du parabutyltoluène
R = CeHs

R = CgHz du paraisobutyltoluène
R = CH-CHg

t 
at, er du 4-méthytbiphényl

R = C+Hg

lCtts
R = cicl-13

'CFl3

R= O

La dégradation de ces composés débute par I'oxydation du substituant méthyl pour former unacide benzo'rQue substitué. Après oxydation en diol du cycre aromatique, celui-ci est rompu par
méta-clivage' avant d'être assimilé sous forme de pyruvate par labactérie. euant au second subs-tituant, après son oxydation en acide gras, ir est assimiré par p_oxydation.

2.3.3.4. I es composés naphtaléniques

Le mécanisme de dégradation du naphtalène par diverses pseudomonas est actuellement bienétabri (Davies & Evans, 1964), (Barnsrey, 1976), (Ribbons & Eaton, 1gg2), (cernigria,
1984a, 1984b) (Figure B3).

Après oxydation d'un des cycles aromatiques pour former un diot, celui-ci est rompu sui-vant la voie de m6ta-clivage afin de réduire la chalne carbonée en pyruvate assrmirabre et de pro-
duire le catéchol qui sera lul-même élimlné sous forme de pyruvate et d,acétaldéhyde.

Davies & Evans (1964) montrent que le mécanisme peut être plus complexe er mettent en
évidence plusieurs formes du cis-o-hydroxybenzalpyruvate chez pseu domonas(Flgure 34).
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Figure 33 : schéma de dégradation du naphtarène pat pseuûmonas.
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Figure 34: L'oxydation de 1,2-hydroxynaphtalène aboutit à la formation du cis-o-hydro-
xybenzalpyruvate qui peut prendre plusieurs formes structurales.

Ribbons & Eaton (1982) montrent I'existence de certaines souches de pseudomonasqui uti-
lisent le mécanisme de dégradation passant par I'intermédiaire de t,acide 4-oxalocrotonate pour
aboutir au pyruvate et à I'acétaldéhyde (cf.2.3.3.1.). Quant à Barnsley (1976), il a isolé des
souches qui dégradent le catéchol en cis, cis-muconate pour aboutir à la production d'acétyl coA et
de succinate' cerniglia (1984c) indique que Bacittus cereus produit le l-naphtol à partir du
naphtalène' cette observalion est remarquabte puisque la monooxydagon n,était observée jus-
qu'alors que chez res eucaryotes (Gibson, 1971) (Figure 3E).
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Figure 35 : Métabolisme de dégradation du naphtalène chez les eucaryotes.

Du point de vue enzymatique, Griffiths & Evans (1965) ont montré que chez pseudomonas,
un seul système enzymatique était nécessaire pour transformer le naphtalène en acide cis-o-hy-droxybenzalpyruvique (Figure 36). ll s'agirait d'un système enzymatique perhydroxylase NADHdépendant, constitué de 3 ou 4 enzymes associés.

ce système sembre adif sur te toruène, re phénanthrène et ranthracène.
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Figure 36 : La formation du cis-o'hydroxybenzalpyruvate, à partir du naphtalène, serait
dû à un seulsystème enzymatique NAD dépendant.

Les composés naphtaléniques alkylsubstitués sont peu étudiés. Ribbons & Eaton (19g2) ontproposé un mécanisme général, obtenu à partir des études faites avec pseudomonas, de la dégrada-tion du 1'méthylnaphtalène et du 2-méthylnaphtatène (Figure 37) et celui du carbaryr par deuxsouches de pseudomonas sp. et par Bhodococcus sp. (Figure 3g).
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Figure 37 : Mécanisme de dégradation du 2-méthylnaphtalène par dlfférenres souches
& pæu&npnas.
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Figure 38 : Mécanisme de dégradation du carbaryl par deux souches pseudomonas sp. et
une souche Rhodococcus sp. (.) indique ra présence d'un groupement hydro_
xy correspondant à la position 1 du l-naphtol si celui_ci est hydroxylé par
I'enzyme catéchol -3,4-oxygénase.

Le mécanisme de dégradation du carbaryl est identique à celui de l,c-naphtol (ou encore du
naphtalène) pour aboutir à l'acide pyruvique et à I'acétaldéhyde avec la souche pseudomol,as sp.NCIB 12042.

Par contre, les deux autres souches transforment le salicylate en gentisate.
ce mécanisme, observé lors de la dégradation de l'acide méta-hydroxybenzo'iqu e par pseudo-

monas ovalis s-5 (sugiyama et al., 1958), semble dépendre non pas de la richesse enzymatique
des bactéries étudiées, mais plutôt de la source de carbone (dans notre cas le carbaryl) qui induitle mécanisme.

En effet' ce cas n'a jamais été rencontré avec le naphtarène clmme source de carbone, mal-gré la formatlon de salicylate comme intermédiaire identique à la dégradation du carbaryl.

2.3.3.5.

Le métabolisme de dégradation du phénanthrène a été établi par Evans et at. (1965) avec
Pseudomonas aeruginosa el par Kiyoha.o et ar. (1976) avec Aercmonas sp. (Figure 3g).

La dégradation du phénanthrène est similaire à celle du benzène et du naphtalène (oxydation
en diol, clivage des cycles aromatiques) et peut mener à la formatbn du protocatéchuate 

[lû.-J .
Les mécanismes de dégradation du protocatéchuate ont été largement étudiés (ornston & yeh,

1982) (Durham, i9B4) (Durham et at., 1984).
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Figure 39 : Mécanisme de dégradation du phénanthrène pat Pseudomonas aeruginosa

pat Aeromonas sp.
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Figure 40 : Mécanisme de dégradation du protocatéchuate aboutlssant à la production de
pyruvate.
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Figure 41 : Mécanisme de dégradation du protocatéchuate aboutissant à la production d'acé-
tyl CoA et de succinate.
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Soit la molécule subit un méta'clivage (Figure 40) er est assimilée par la bactérie sous
forme de pyruvate, soit elle subit un ortho-clivage (Figure 41) et êst assimilée sous forme
d'acétyl CoA et de succinate.

Etudiant I'activité enzymatique de Atcatigenes faecatis AFK2 croissant sur le phénanthrène,
Kiyohara ef a/. (1981) isolenl et mettent en évidence quelques propriétés de I'enzyme 2-carbo-
xybenzaldéhyde déhydrogénase NAD dépendante et confirment par tà-même le mécanisme menant
au protocatéchuate mis en évidence avec Aeromonas sp. (Kiyohara et at., 1g761.

Les mécanismes de dégradation de I'anthracène ont été étudiés par Evans et al. (196s) avec
Pseudomonas aeruginosa el servent encore de référence à I'heure actuelle malgré ses incertitudes
(Figure 42).
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Figure 42: Métabolisme de dégradation de I'anthracène par pseudomonas aeruginosa.

La dégradation de I'anthracène est initialement tout à fait similaire à celle du phénanthrène
et aboutit à la formation du 2,3-dihydroxynaphtalène. Ce dernier semble correspondre au pré-
curseur du salicylate et du catéchol, mais rien n'a encore été mis en évidence.

En étudiant une interaction entre la photooxydation et la dégradation bactérienne de cet hy-
drocarbure dans I'eau de mer, Rontani et at. (1985b) proposent un second mécanisme de dégrada-
tlon de l'anthracène (Flgure 43).

La première étape correspond à une dégradation par photooxydatlon et aboutit à l,anthraqui-
none ; les acides phtaliques et benzolQues ainsi que le catéchol sont produits par les bactéries.



34

I

Âesinilation ri

Figure 43 : Mécanisme de dégradation de I'anthracène par photooxydation et à l,aide de bac-
téries marines.

L'activité des levures sur le phénanthrène et sur I'anthracène aboutit à la formation de
trans'l,2-dixydroxy-1,2-dihydroanthracène et de 1-anthrylsulfate (Figure 44) avec la levure
Cunninghametta elegans (Cerniglia, 19g4a).
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FIgure 44 : Mécanlsme dbxydation de l'anthracène par Cunnlnghunela elegans (;,époxyde
n'a pas été ldentiflé a\rec certltude).
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Quant à I'oxydation
mène à la formation des

du phénanthrène par ra même revure (cernigila & yang, 19g4),
trans-1 ,2- et trans-8,4-dihydrodiols (Figure 4S).
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Figure 45 : Réaction d'hydroxylation du phénanthrène par la levure Cunninghamela ete-
gans.

A f inverse des mammifères, la levure Cunninghametta est incapable d,oxyder le phénan-
thrène en trans-9,1O-dihydrodiol (K-région).

2.3.3.6.

Le benz[a] anthracène (Cerniglia, 1984a), le 7,l2-diméthyl benz[a] anthracène (wu &
wong, 1981), le 3-méthylcholanthrène (Cerniglia, 1984a) et le benzo[a] pyrène (Barnsley,
1975 ; Gibson et al', 1975 ; cerniglia, 1984a) sont les seuls hydrocarbures à quatre (ou plus)
cycles aromatiques dont I'oxydation bactérienne a été étudiée.

Par rappofi au phénanthrène et à I'anthracène, peu de métabolites ont été mis en évidence si
ce n'est différents dihydrodiots (Figures 46 et 47).
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Flgure 46 : Réaction d'oxydation du benzo[a] pyrène par Beijerinckia sp. 8-836 (Gibson
et al., 197S).
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Fi$tre 47 : Réaction d'oxydation du 7,12-dlméthylbenz[a] anthracène par pseudomo-

nas aeruginosaetPenicillium notatum (Wu & Wong, lggl).

Du fait de leur carcinogénéité, les mécanismes d'oxydation de ces molécules par les eucaryo-
tes sont mieux connus (Cerniglia, 1984b).

L'activité monooxygénasique conduit généralement, chez les levures, à la formation de qui-
nones, de composés mono-hydroxylés et de trans-dihydrodiols (Figure 4g).

Chez les mammifères, les mécanismes d'oxydation sont encore plus complexes et conduisent
à la formation de composés carcinogènes, mutagènes, cytotoxiques et chimiquement réactifs avec
I'ADN (Flgure 49).
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Figure 49 : Activation métabolique du
gl ia,  1984b).

benzo[a] pyrène chez les mammifères (Cerni_

2.3.3.7. Les composés phénoliques

Nombreux sont les auteurs qui ont étudié la dégradation du phénol (Evans, 1947 ; Feist &
Hegeman, 1969; Bayly & Wigmore, 19Zg;Mol in & Ni lsson, lgg5).

Quant à Bettman & Rehm (1984), ils étudient la dégradation de cette source de carbone avec
Pseudomonas sp. adsorbé sur de I'alginate et sur de I'hydrazine polyacrylamide.

Le mécanisme de dfuradation du phénol est schématisé sur ta figure s0.
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Figure 50 : Mécanisme de dégradation du phénol par pseudomonas putida.

Le mécanisme de dégradation du phénol est simple ; il nécessite une enzyme hydroxylase qui
produit le catéchol, celui-cl élant ensuite normalement assimilé par la bactérie en pyruvate.
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Après avoir montré que les métabolismes de I'acide benzoTque et du phénol par pseudomonas
putida passent par la formation du catéchol, Feist & Hegeman (1969) montrent que l,assimilation
de ce dernier aboutit à la production de pyruvate, tandis que pour I'acide benzoiQue, il y a pro-
duction d'acétyl coA et de succinate et ceci pour ta même bactérie.

lls en déduisent que, si la capacité de la bactérie à produire l'acétyl CoA et le succinate dé-
pend bien de sa capacité d'assimilation du cis, cis-muconate (ortho-clivage du catéchol), la capa-
cité à produire le pyruvate semble induite spécifiquement par le substrat primaire qui, dans
notre cas, est le phénol.

Pitter (1984 et 1985) étudie le taux de dégradation des composés phénoliques monosubsti-
tués en ortho, méta ou para avec une culture bactérienne hétérogène provenant des boues activées
d'une station de traitement des eaux usées.

ll établit ainsi une relation linéaire entre le logarithme du taux spécifique de dégradation
v(mg/g/h) du composé phénolique monosubstitué (- coo', - cHg, - oH, - cl, No2, - NH2) en
ortho, puis en méta et enfin en para et o la constante dépendant des caractéristiques électroniques
des différents substituants en ortho (oo), en méta (om) et en para (op).

logv=po+ logvo
vo étant le taux spécifique de dégradation du phénol et p la pente des courbes obtenues (Figure
s1) .
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Figure 51 : Représentations graphiques obtenues après modélisation des résultats de l'é-
tude de la dégradation des oomposés phénoliques monosubstitués (R = COO-,
- CHg, - OH, - NH2, - Cl et - NO2) en ortho, méta et para.
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Pitter (1984 et 1985) étabrit ainsi trois équations rinéaires :
log v = - 0,43 + 1,7 (r = 0.g8) pour les composés phénoliques orthosubstitués,
log v = - 0,616 + 1 ,72 (r = 0.4) pour les composés phénoliques métasubstitués,
log v = - 0'323 + 1,65 (r = 0.gg) pour les composés phénoliques parasubstitués.

Mais I'auteur n'a pas tenu compte dans ses calculs des composés phénoliques substitués avec- NH2' les valeurs s'éloignant fortement des résultats obtenus avec les autres molécules.
De ces résultats, I'auteur déduit que le système enzymatique bactérien d,hydroxylation descycles aromatiques étabtit des sites électronégatifs sur les carbones du cycle où s,etfectueraI'hydroxylation' c'est pourquoi des substituants électroattracteurs (- cl, - Noe) diminuent letaux de dégradafion puisqu'ils diminuent l'électronégativité des carbones du cycle tandis que lessubstituants électrodonneurs (_ COO-) I,augmentent.
Du point de vue de la mise en évidence des mécanismes de dégradation des composés phénoli-ques monosubstitués' Bayley & wigmore (1973) étudient lactivité des mutants de pseudomonas

putida sur les crésols et en montrent la diversité.
En etfet' si les crésols subissent le méta-clivage pour produire le 2-hydroxyméthylmuco-

nate semi-aldéhyde' ce dernier est hydrolysé en 2-oxypent-4-enoate torsque ra source de carbo-ne correspond à I'ortho crésol ou au méta crésol, ou bien e$ dégradé en dérivé de I'acide oxalocro-tonique lorsque la source de carbone est le para crésol.
si les mécanismes d'assimilation des dihydroxybenzènes (catéchol, protocatéchuàte, genti-sate) ont été bien étudiés, ir n'en est pas de même pour res trihydroxybenzènes.
samain et at' (1986) ont mis en évidence l'étape initiale du métabolisme de quelques trihy-droxybenzoates par perobacter acidigatticien mirieu anaérobie (Figure 52).
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Figure 52: Métabolisme de o;nîlïilt o. ,ro,, trihydroxybenzoates par petobacter aci-
digallicien anaérobie' Les premières phases de la dégradation nécessitènt
trois enzymes A, B, C.

ce schéma métabolique montre que le phloroglucinol est un métabolite commun de la dégra_datlon des trols trlhydroxybenzoates. ll est obtenu après l'intervention d,une décarboxylase (A) etd'uno isomérase (B)' La perte d'aromaticité du cycle est due à une phloroglucinol réductaseNADPH dépendante (c). La bactérie assimile ensuite ces molécules sous forme d,acétate.

,p
I'

:b

P'ToEellol
xQ nr

,.o(9)..*



2.3.3.8. Les phtalares

A cause de leur très large production industrielle et de leur utllisation à grande échelle, lesphtalates sont devenus des poltuants de l'environnement si importants que l,Agence Américaine dela Protection de l'Environnement (u.s.E.P.A.) a placé six d'entre eux (dibutylphtalate) sur la lis-
te des polluants prioritaires.

Aussi' o'Grady et al. (1985) ont étudié la biodégradation sur boues activées de douze estersphtalates commerciaux et Eaton & Ribbons (19s2) ont proposé un mécanisme de dégradation avecMicroæccus sp. souche 128 (Figure S3).
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Figure 53 : Mécanisme de dégradation des phtalates par Micrococcus sp.souche 128.

ce mécanisme mène à la production d'acide phtalique qui est ensuite hydroxylé et décar-
boxylé en protocatéchuate ; le protocatéchuate est ensuite assimilé sous forme de pyruvate oud'acétylCoA.

2.3.3.9. Les hydrocarbures azotés

2.3.3.9.1. L,aniline et ses dérivés

Les études accomplies sur ta dégradatlon de I'aniline et ses dérlvés montrent que le mécanis-
me est caractérisé, d'une part par l'élimination de I'azote par production d,ammoniaque et, d,autrepart par l'hydroxylatlon du cycle aromatique en catéchor. Aokr et ar. (19gg) observent ce méca-
nisme avec fa souche Rhodoæceus erythroprisANlg (Frgure 54).
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Figure 54 : Mécanisme de dfuradation de l'aniline par Rhodococcus erythropl,s ANlg.
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Le même mécanisme est observé par Raabe et al. (1984) lors de la dégradation de la para-
tof uidine par Pseudomanes testosteroni.

Pitter (1984 & 1985) étudie comme pour les dérivés phénoliques (cf.2.3.3.7.) te taux de
dégradation des composés monosubstitués en ortho, méta et para de I'aniline avec une culture bac-
térienne mixte provenant de boues activées d'une station de traitement des eaux usées.

Les résultats obtenus indiquent la même tendance et les conclusions sont similaires avec
celles obtenues avec les composés phénoliques.

Les chloroanllines sont des dérivés de I'aniline qui, de par leur large utilisation dans les
synthèses d'herbicides et de produits pharmaceutiques, sont maintenant largement étudiés du
point de vue de leur biodégradabilité.

Latorre et al. (1984) proposent un mécanisme de dégradation des monochloroanilines (Fi-
gure 55).

Les bactéries capables de métaboliser tes monochloroanilines sont obtenues par un échange
naturef de capacité génétique entre une souche de Pseudomonas sp. capable de dégrader l,aniline ou
fa tofuidine et la souche Pseudomonas 813 capable d'assimiler les chtorocatéchols (steiert &
Crawford, 1985).

Quant à la dégradation des dichloroanitines, elle implique des mécanismes encore plus com-
plexes, en particulier si le milieu est riche en nitrates ou en nitrites (Corke et at.,1979;Mi-
nard el al., 1977 ; Neilson et al., 19gS) (Figure 56).
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Flgure 55 : Métabolisme de dégradation des monochloroanllines.
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Figure 56 : Séquence de conversion du 3,4-dichloroaniline par Escherichia coti.

Le mécanisme montre une assimilalion de I'azote des nitrates ou des nitrites par le micro-
organisme pour former un ion diazonium.

Différentes morécures (azobenzène, triazène bis substitué,
més via I'ion diazonium.

chlorobiphényl) sont ainsi for-

2.3.3.9.2.

[a dégradation des composés aromatiques nitro-substitués est caractérisée par une phase de
réduction pendant laquelle il y a production d'un dérivé de I'aniline.

ces dérivés de I'aniline sont ensuite dégradés suivant le mécanisme présenté dans le chapitre
précédent.

Ainsi Nyholm et al. (1984) étudient la dégradation du 4-nitrophénot et cernigtia (1984c)
propose un mécanisme de dégradation des hydrocarbures aromatiques polycyctiques nitro-substi-
tués (Figure 57).
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Figure 57 : Activation métabolique des hydrocarbures nitro_substitués.

La réduction des hydrocarbures nitro-substitués passe par I'intermédialre nitroso et
hydroxylamine avant d'aboutir à un dérivé de I'aniline. cette réduction mène à la formation de
composés mutagènes et carcinogènes puisque les intermédlalres hydroxylamines peuvent se fixer
sur les protélnes et les acides nuclélques.



2.3.3.9.3. Les hydrocarbures azolés hétérocycliq$s

La pyridlne est t'un des hétérocyctes les plus simples qui apparaît dans l'environnement en

tant que sous-produit de la gazéification du charbon. Ce composé est mobile dans le sol et peut

persister dans les eaux souterraines.
A cause de sa toxicité modérée et sa tératogénicité probable, Sims ef aL (1986) ont étudié sa

biodégradabilité avec Micrococ,cus luteus (Figure 58).
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Figure 58 : Métabolisme de dégradatlon de la pyridine avec Microcoæus luteus.

La dégradation de la pyridine est tout à fait remarquable, car le mécanisme de dégradation ne

passe pas par I'intermédiaire de dihydroxylation du cycle. Ce phénomène a ét6 montré par le fait

que le microorganisme ne puisse croître sur le 2,3-dihydroxypyridine.

Les hétérocycles à noyau indolique sont une famille bien connue de par leur intérêt en agro-

alimentaire et en pharmacie.

Sur le plan microbiologique, certaines bactéries comme Escherichia coli dégradent le tryp-

tophane en indole (Figure 59).

+ crt-co-cooH + NHt

Figure 59 : Dégradation du tryptophane en indole par Escherichia ælt.

lJenzyme responsable de cette réaction est la tryptophanase dont le coenzyme est te pyrido-

xal phosphate (Boulanger ef al., 19731.

Cette réactlon falt partlê, d'ailleurs, de la batterle de tests qul permet l'ldentificatlon des

bactéries.

Cependant, toutes les bactéries ne dégradent pas le tryptophane en indole.

Alnsi, Hegeman (1966) propose le mécanlsme suivant de dégradatlon du tryptophane par

Pseudomonas putlda (Figure 60).
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Figure 60 : Mécanisme de dégradation du tryptophane pat Pseudomonas putida.

La dégradation du tryptophane débute par l'ouverture de I'hétérocycle pour former le for-

mylcynurénine qui, par décarboxylation et libération d'alanine, donne I'anthranylate puis le ca-

téchol dont les mécanismes de dégradation sont bien connus.

De la même façon, I'indole peut être dégradé en anthranilate. lnversement, la biosynthèse du

tryptophane à partir de l'anthranilate a été étudiée chez différents microorganismes. Les diffé-

rentes étapes sont rapportées dans la figure suivante (Figure 61).

cHpPo,Hr cHpPOfi,

h-C- tr-C-OÈ

Z\yccE,H x-d-ox I x-ê-on
l- ll +x-f-on t_ â-:-è Z\\-cH
\..zANË, nj--l;-t It ll - l- ll !l'-À.'"." Àj;"jf" \\'* *co, W"e

a-.frltolt,c-cH-cooH â.r- c\-cH-coor{

\l\-i +*i: -ÇU '*,r
,-orit 

-.r,r*oo-.

Figure 61 : Biosynthèse du tryptophane (Boulanger et al., 1973).

La formation de I'indole dans la biosynthèse du tryptophane est obtenue par réaction entre

I'anthranilate et s-phosphoribosyl/l-pyrophosphate pour donner I ' indole 3-glycérol-phospha-

te.

Quant à la formation du tryptophane, il est probable que la sérine se combine au pyridoxal-

phosphate de la tryptophane synthétase, et qu'une déshydratation se produit alors entre le groupe
hydroxylé et I'hydrogène du carbone a de la sérine pour donner un dérivé de I'acide amino-

acrylique [CH2 = C(NH{ - COOHI qui se condense avec I'indole en position 3.

Confirmant ce mécanisme, Skogman & Sjôstrôm (1985) observent avec une souche modifiée

de Escherichla coli (W3110) la production de L-tryptophane à partir de I'indole et de S-hydro-

xy-L-tryptophane à partir de S-hydroxyindole.

Un autre mécanisme de dégradation de I'indole a été mis en évidence par Wang ef a/. (1984)

en milieu anaérobie. Ce mécanisme mène à la production de méthane, de dioxyde de carbone et

d'hydroryde d'ammonium.

En ce qui conceme les hétérocycles plus complexes comme le caôazole, ls benzo [f] quino-

tine ou encore le 7H-dibenzo [c,g] carbazole, aucun mécanlsme de dégradation n'a jusqu'alors été

étudié.

45
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Cependant, Bohonos et al. (1977) montrent dans un screening de molécules complexes, que

ces hétérocycles sont biodégradables.

lls proposent d'ailleurs un mécanisme de dégradation du dibenzothiophène (Figure 62) dont

la structure est proche de celle du carbazole.
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Figure 62 : Métabolisme de dégradation du dibenzothiophène (Bohonos et a1.,19771.

Le mécanisme de dégradation du dibenzothiophène n'est pas connu complètement ;cependant
les métabolites qui ont été isolés permettent d'observer, comme pour les mécanismes du phénan-

thrène et de I'anthracène, qu'un seul cycle aromatique subit I'attaque bactérienne et que, de ce
fait, le noyau benzothiophène est conservé, tout du moins pendant une partie du métabolisme.

2.3.3.9.4. Mécanisme théorique de dégradation du carbazole

En se référant aux mécanismes de dégradation du benzène (cf.2.3.3.1.), du naphtalène (cf.

2.3.3.4.), du phénanthrène et de I'anthracène (cf. 2.3.3.5.), du tryptophane et du dibenzothio-
phène (cf. 2.3.3.9.3.), un mécanisme de dégradation thllgd$tg' du carbazole peut être établi
(Figure 63).
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Flgure 63 : Mécanisme théorique de dfuradation du carbazole.
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Après avoir subl une oxydation en diol, un des cycles aromatiques est assimité sous forme de
pyruvate par la bactérie après un méta-clivage.

Le formyl-2 hydroxy-3 indole formé est oxydé pour produire différents précurseurs de
I'indole. La dégradation doit se poursuivre par I'ouverture de I'hétérocycle pour produire succes-
sivement I'anthranilate et le catéchol. Le catéchol peut être ensuite assimilé, soit sous forme de
pyruvate et d'acétaldéhyde, soit sous forme d'acétyl CoA et de succinate.

Basé sur l'étude bibliographique de certalnes molécules dégradées par les bactéries capabtes
de les utlliser, le schéma présenté ci-dessus est théorique.

N'ayant iamais été étudié, il est possible que le mécanisme de dégradation soit totalement
ditférent car celui-ci dépend des capacités enzymatiques des bactéries capables d'utiliser le car-
bazole comme source de carbone.

La mise en évidence de métabolites de dégradation du caôazole avec différentes bactéries ca-
pables de I'utiliser comme source de carbone, permettra peut-être d'établir le véritabte méca-
nisme de dfuradation.

2.4. CHOIX ENTRE CULTURES PURES ET CULTURES MIXTES DANS L'ETUDE DE
LA BIODEGRADATION

Comme nous I'avons vu dans le chapitre précédent, les hydrocarbures représentent une
vaste famille de molécules très différentes de par leur structure (alcane, alcène, aticyclique,
aromatique...), leur poids moléculaire, leurs propriétés... De plus, les hydrocarbures sont rare-
ment à l'état pur, mais se rencontrent généralement à l'état de mélanges très complexes (huiles,
goudrons, pétrole...).

Par contre, les bactéries se comportent comme des spécialistes dans le sens où elles n'utili-
sent que certaines structures comme source de carbone.

La diversité des hydrocarbures et la spécificité des bactéries sont a priori, deux paramètres
antagonistes. Ceci montre qu'il est nécessaire de choisir avec beaucoup de soin le type de culture à
utiliser pour l'étud6 d'une blodégradation.

Ce chapitre se propose de montrer les avantages et les Inconvénients qui peuvent être ren-
contrés lors de l'étude de la dfuradation d'un hydrocarbure avec une culture pure ou bien avec un
m6lange de souches bactériennes appelé culture mixte.

2.4.1. LES CULTURES PURES

S'il est vral que quelques bactéries sont capables de dégrader et d'assimiler complètement
certains substrats (Pseudomonas sp. peut par exemple d6grader totalement le naphtalène, cf.
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2.3.3.4.), d'autres sont incapables de se multlplier et donc d'utlliser certaines sources de
carbone, ou bien sont limitées à une séquence de transformation avec accumulation de produits de
dégradation lntermédiaires dans le milieu (Flgures 64 et 65). o

^
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Figure 64 : Oxydation

& Foster,

du cyclohexane par Mycobadertum vaæae souche JOB-S (Ooyama

1965). ff pH dl
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Figure 65 : Oxydation du cyclohexène par Aspergillus ntger (Bhaltacharyya & Ganapa-
thy, 1965).

Les flgures 64 et 65 montrent l'lntérêt des cultures pures, si I'on souhaite retrouver dans
un milieu de culture des métabolites particuliers de dégradation. Le second intérêt réside dans la
meilleure maltrise des fermenteurs contenant une culture pure.

En effet, les techniques de contrôle de la croissance bactérienne sont bien connues et les taux
de production des métabolites de dfuradation peuvent alors être aisément réglés.

Le cholx d'une culture pure présente cependant deux inconvénients. En etfet, pour trouver la
souche intéressante, il est généralement nécessaire d'effectuer un screening de bactéries qui peut
être long et cotteux.

Le second inconvénient réside dans la fragilité d'une telle culture. En effet, il est toujours
possible de contaminer la souche par d'autres bactéries capables d'utitiser les métabolites, pro-
duits par la souche pure, comme source de carbone.

2.4.2. LES CULTURES MIXTES

Le but des cultures mixtes est de mettre en commun les compétences de différents microor-
ganlsmes, et ceci généralement pour créer une association dans laquelle chaque organisme agit de
façon complémentaire.

C'est alnsiqu'un mélange de souches ou/et d'espèces bactédennes a pour but de mener à bien
la dégradation de milleux carbonés complexes - comme le sont le plus souvent les hydrocarbu-
res . que des souches bactériennes très spéciallsées sont alors Incapables de biodégrader à elles
seules.

C'est alnsl que Rambeloarisoa et al, (1984) observent, grâce à une culture mlxte constltuée
de 8 souches bactériennes (2 Acinetobacter,2 Alcaligenes, Flavobactertum, Moraxella, Micro-
coccus el Baclllusl, une blodégradation de 83 à 9æ/" du pétrole brut.
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Parallèlement, la dégradation du pétrole brut par une culture mixte en fermenteur a mené à
fa disparition de 97o/o des composés saturés, 81o/o des aromatiques, 52% des hydrocarbures po-
laires et 74To des asphaltènes (Bertrand et al., 1983).

De plus, lors de l'étude de la dégradation de quatre pétroles bruts de compositions ditféren-
tes, Westlake et al. ('1974) observent que les bactéries gram-négatif sont dominantes dans les
cultures mixtes.

De telles associations de bactéries tendent à mener à la biodégradation ultime des sources de
carbone et ne se limitent pas à une séquence de transformation avec accumulation de produits ter-
minaux dans le milieu comme les cultures pures peuvent le faire.

C'est ainsi que le cyclohexane peut être utilisé comme source de carbone. En effet, si la sou-
che Mycobacterium JOB-S est capable d'oxyder le cyclohexane en cyclohexanone (cf. 2.4.1.), elle
n'est pas capable de I'utiliser comme source de carbone ; par Gcntre, la souche bactérienne CY-6
est capable d'utiliser la cyclohexanone comme substrat. La combinaison des deux souches conduit
donc à la dégradation totale du cyclohexane (Figure 66) (Beam & Perry, 1973, 1974).

De pfus, ce cas n'est pas unique puisque deux autres souches (Pseudomonas aeruginosa et
Pseudomonas sp.l sont aussi capables, en association, de dégrader le cyclohexane (Figure 66) (De
Klerk & Van der Linden, 1974).
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Figure 66 : Utilisation du cyclohexane par des cultures mixtes.

Une étude similaire a été menée avec le dodecylcyclohexane quiest une source de carbone non
biodégradable jusqu'au stade ultime par une souche bactérienne pure. Par contre, une culture
mixte de Mycobacterium rhodochrous el de Arthrobacter sp. aboutit à la mlnéralisation complète
du dodécyfcyclohexane (Figure 67) (Slater & Bull, 1982). Mycobacterlum rhodochrous métabo-
llse la chalne de carbone du substituant par p-oxydatlon, mals ne peut dégrader le cyclohexa-

neacétate. Ce dernier s'accumule donc dans le milieu et peut être dégradê par Arthrobacter sp. qui

est, par ailleurs, incapable de croître sur le dodécylcyclohexane.

,j"
Figure 67 : Minéralisation complète du dodécylcyclohexane par attaque synergique de

deux bactéries.
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Si la dégradation comptète de l'acide 3, 4, S-triméthoxybenzoïQue peut être accomplie faci-

lement par une souche pure en aérobiose, il n'en est pas de même en anaérobiose où il faut le

concours de trois souches bactériennes ditférentes pour aboutir à la mlnéralisation totale de la

molécule (Kreikenbohm & Pfennig, 1985) (Figure 68).

Figure 68 : Dégradation

t crtcool

3, 4, S-triméthoxybenzoate à I'aide d'une population

mixte en anaérobiose.

Les exemples présentés ci-dessus nécessitent I'association de deux à trois souches bacté-

riennes pour aboutir à la dégradation totale de certaines sources de carbone. En fait, dans le mi-

lieu naturel, les cultures mixtes peuvent être beaucoup plus complexes.

C'est ainsi qu'un échantillon de sol enrichi continuellement avec le 2-chloropropionamide

comme source de carbone et d'énergie permet d'observer une communauté bactérienne constituée

de slx microorganismes (Figure 69) (Slater & Bull, 1982).
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Flgure 69 : Dégradatlon totale du 2-chloropropionamide par une culture mixte de six bac-

téries.

Le métabolisme de dégradation est basé sur I'action enzymatique de I'amidase de Mycoplana

sp. souche C. Geci est confirmé par le falt que trois autres microorganlsmes sont capables de

croltre sur te 2-monochloroproplonate qui correspond lustsment au prodult de déamination du

2-chloropropionamide.
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Les deux bactéries restantes n'ayant aucune activité dans la dégradation du 2-chloropropio-
namide et du 2-chloropropionate, il est probable qu'elles utilisent les métabolites excrétés par
les autres bactéries ou leurs produits de lyse cellulaire.

Tous les exemples de dégradation présentés dans ce chapitre permettent de définir I'utilité
mais aussi les inconvénients des cultures mixtes.

lntérôts d'uns culture mixte

. Stabilité du consorlium bactérien : pour obtenir une culture mixte stable et effica-
ce, il est nécessaire de prévoir une période d'adaptation (une dizaine de générations) (Salmon &
Bull, 1984). Une fois la période d'adaptation passée, les cultures résistent mieux aux variations
de pH et de température qu'une culture pure, même si des variations dans la répartition des diffé-
rentes populations sont observées.

. Possibilité de minéraliser des sources carbonées complexes comme les huiles, les
goudrons, le pétrole brut.

. Possibilité d'associer deux microorganismes spécialisés, capables de donner le pro-
duit recherché.

. Possibilité de créer de nouvelles souches grâce aux transferts génétiques toujours
possibfes entre deux souches. C'est ainsi que I'activité combinée de Pseudomonas putida souche
mt-2 (capable de métaboliser les halobenzoates en halocatéchols avec accumulation de ces der-
niers sans les dégrader) et de Pseudomonas sp. 813 (capable de minéraliser uniquement les halo-
catéchols) a permis d'isoler une souche pure capable de dégrader totalement le 4-chlorobenzoate,
ce que les souches parentes étaient incapables de faire. Cette nouvelle souche a été obtenue grâce
au transfert du plasmide TOL de Pseudomonas putida souche mt-2 dans Pseudomonas sp. souche
813. Cette souche peut ensuite être utilisée en culture pure avec les avantages que cela comporte
(slater & Bull, 1982).

Inconvénients d'une culture mlxte

. Risque d'une association menant à la biodégradation ultlme de la source de carbone
étudiée sans pouvoir observer dans le milieu de culture l'accumulation de métabolites.
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. Risque d'une association compétitive. Si les différents microorganismes agissent sur
la même séquence de dfuradation, la culture mixte n'aura jamais la stabitité d'une culture pure et
présentera les mêmes inconvénients.

. Les cultures mixtes, du fait de leur plus grande stabilité, présentent moins de
'maléabilitéo qu'une culture pure.

En définitive, une association de bactéries permet généralemenl une meilleure dégradation
des hydrocarbures. Cependant, la mise en évidence des métabolites et du mécanisme de dégradation
de I'hydrocarbure utilisé cpmme source de carbone par la culture mixte risque d'être plus diffi-
cile à étudier, en particulier lorsque I'association mène à la biodégradation ultime de la source de
carbone.

Dans le cas où l'étude a pour but de mettre en évidence des produits de dégradation intermé-
diaires, il est préférable de travailler avec une culture pure plutôt qu'avec une culture mixte, à
moins de connaître parfaitement les capacités enzymatiques de chacune des bactéries utilisées.

2.5. RECHERCHES ET TECHNIOUES DE DETERMINATION DE MICROORGANISMES CA.
PABLES DE DEGRADER LES HYDROCARBURES

La mise en évidence, I'isolement et I'identification de microorganismes capables d'utiliser
comme source de carbone la molécule carbonée étudiée, constituent la phase préliminaire et
indispensable sur laquelle reposeront toutes les études de métabolismes et d'identifications de
produits de dégradation.

Ce chapitre se propose d'inventorier les différents sites susceptibles d'abriter des microor-
ganismes capables de dégrader les hydrocarbures et les différentes méthodes de détection, d'isole-
ment et d'identification de ces microorganismes.

2.5.1 . SOURCES DES MICROORGANISMES

Uobtention des organismes capables de dégrader des hydrocarbures peut s'etfectuer de qua-
tre façons différentes :

. Prélèvements d'échantillons d'eaux de rivières, de lacs ou de mers, et de sédiments
qui reçoivent continuellement des hydrocarbures en raison de la présence d'un site industriel à
proximité (Austin et al., 1977 i West ef al., 1984 ; Rontani et al., 1985a) ; Shaler & Klecka,

1  986 .
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. Enrichissement d'échantillons d'eaux ou de sols en hydrocarbures (Davies & Evans,
1964 ; Evans et al., 1965 ; Bohonos et al., 19zz ; Eaton & Ribbons,19g2; Kiyohara et al.,
1982 ; Durham et al., 1984).

. Utilisation de microorganismes conservés en laboratoire et dont les capacités enzy-
matiques sont connues (Evans et al., 1965 ; Bayly & Wigmore, 1973 ; Barnsley, 1976 ; Blasig
et al., 1984 ; Cerniglia et a1.,1984a ;Chen et al., 1985).

Prélèvement dans des citernes de stockage d'hydrocarbures (Hill, 1969).

2.5.2. ADAPTATION DES MICROORGANISMES A I.A SOURCE DE CARBONE

Quelle que soit la provenance des microorganismes, il est indispensable dans un premier
temps de mettre en oeuvre des cultures en batch pour I'adaptation et la sélection des microorga-
nismes capables de dégrader I'hydrocarbure choisicomme source de carbone.

ll est souvent nécessaire de faire en sorte que les microorganismes utilisent I'hydrocarbure
commg seule source de carbone (Diarra et al., 1g$4l.

2.5.3. DETECïON DES MICROORCIAN|SMES CAPABLES DE DEGRADER lÂ SOURCE DE CARETONE

Diverses techniques fondées sur les mesures d'activités physiotogiques des microorganismes
permettent de savoir si un microorganisme est capable ou non de blotransformer un hydrocarbu-
re .

La consommation d'oxygène dissous et la production de dioxyde de carbone dans le milieu de
culture ainsi que la multiplication cellulaire sont les preuves qu'un microorganisme aérobie est
capable d'utiliser une source de carbone.

Des techniques simples permettent d'observer ces activités physiologiques :

. Des électrodes permettent de suivre dans le temps la consommation d'oxygène dis-
sous (Feist & Hegeman, 1969 ;Umezawa et a1.,1983 ; Tadasa & Kayahara, 1993).

. L'isotope 14C permet de suivre la production de dloxyde de carbone dans le milieu
(l+COz) (Hwang et a1.,1985 ; Zeyer et a1.,1985 ; Bauer & Capone, t985a & 19g5b).

. L'évolution de la population cellulaire elle-même suivie en mesurant la turbidité du

milieu de culture (Kiyohara et al., 1976) par comptage des colonies sur milieu gélosé (Hill,

1969) ou avec un microscope à épifluorescence après coloratlon des cellules à I'acridine orange
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et en mesurant I'ATP (Hwang etal., 1985). L'observation au microscope des émulsions formées
entre I'hydrocarbure et le milieu de culture peut apporter un renseignement supplémentaire sur
I'activité du microorganisme (Hill, 1969). Quant à la mesure par chromatographie en phase
gazeuse (cf. 8.1.2.1.) de la disparition des hydrocarbures, elle permet de mener un screening des
microorganismes capables de dégrader ces hydrocarbures en tenant compte des problèmes de
volatilisation et d'absorption ou d'adsorption qui peuvent apparaltre lors de ces manipulations
(Bedart et al., 1986).

2.5.4. ISOLEMEI{'T DES SOUCHES CAPABLES DE DEGRADER Iâ SOURCE DE CARBONE

L'isolement des souches nécessite l'utilisation de milieux nutritifs. Une colonie bien isolée
sur une boîte de pétri peut être considérée comme réprésentative d'une souche pure. Si un doute
subsiste, il est nécessaire de faire un nouvel étalement sur un milieu nutritif gélosé jusqu'à ce
que les contrôles confirment la pureté de la souche.

Par ctntre, le choix du milieu de culture solide n'est pas standardisé pour isoler uniquement
les souches capables de dégrader les hydrocarbures. La technique la plus couramment utilisée
consiste à ajouter I'hydrocarbure qui sert de source de carbone dans le fermenteur à I'agar qui
constitue le milieu nutritif gélosé (Bourque et al., 1987).

Dans le cas du phénanthrène, il sutfit de recouvrir l'agar d'un film opaque de cet
hydrocarbure, les souches capables de l'utiliser comme source de carbone formeront des cotonies
entourées de zones claires débarrassées de I'hydrocarbure (West et al., 1984). Les inocula
peuvent aussi être lavés par différentes centrifugations et repris dans un milieu de culture neuf
afin d'éliminer les impuretés (autres sources de carbone) avant d'être étalés sur un milieu gélo-
sé. Toutes ces manipulations impliquent cependant de nombreuses pertes en microorganismes
(Walker & Colwell, 1976).

Plusieurs milieux gélosés différents dopés en hydrocarbures peuvent être comparés. Celui
qui produira le moins de colonies peut être considéré le plus spécifique des microorganismes ca-
pablesde dégrader les hydrocarbures (Walker & Colwell, 1976).

L'idéal seralt de montrer une corrélatlon entre le nombre de bactérles capables de dégrader
l'hydrocarbure et la concentration de celui-ci. Une telle mise au point donnerait un renseigne-
ment fondamental en vue d'une bonne identification. Les résultats sont cependant médiocres car
aucune corrélation n'a été observée avec des mélanges complexes, comms les huiles de moteur, et
n'est pas observée systématiquement avec des extraits légers comme des coupes benzéniques
(Walker & Colwell, 1976).
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2.5.5. IDENTIFICATION DES SOUCHES CAPABLES DE DEGRADER LA SOURCE DE CARBONE

Une fois I ' isolement accompli sur une gélose inclinée, la bactérie sera identif iée suivant
toute une batterie de tests.

S'il s'agit d'une souche fournie par un laboratoire, il suffit de la confirmer par identifica-
tion avec une gamme API qui permet d'étudier les caractères biochimiques et physiologiques
(Diarra et al., 1984). La gamme API ne permet pas toujours d'identifier avec certitude une bac-
térie. Mais, en plus de la gamme APl, il existe de nombreux tests pour mettre en évidence d'autres
caractères biochimiques, culturaux (croissance ou non à différentes températures), morphologi-
ques et physiologiques.

Austin et al. (1977) ont ainsi étudié 48 caractères différents pour identifier des bactéries
capabfes d'utiliser le pétrole brut comme source de carbone et West et al. (1984) 123 caractè-
res pour identifier des bactéries capables d'utiliser le phénanthrène.

Ces derniers ont d'ailleurs créé un programme informatique pour comparer les souches
susceptibles de dégrader le phénanthrène à des souches témoins capables de le dégrader et dont
tous les caraclères sont informatisés. Une fois les souches isolées et identifiées, l'étude de la bio-
dégradation proprement dite peut débuter avec l'étude des métabolites produits par les bactéries.

2.6. FACTEURS PHYSICO-CHIMIOUES INFLUANT SUR LA BIODEGRADATION

Les microorganismes, comme tout être vivanl, subissent I ' influence du milieu extérieur.
Lorsque le milieu ne présente plus les conditions idéales pour le microorganisme, celui-ci doit
adapter son métabolisme aux nouvelles conditions ou bien disparaître.

Les facteurs physico-chimiques influant sur les cultures en milieu aqueux sont générale-
ment :

.  l epH

. la température

. I'oxygène dissous

. les sources de carbone, d'azote et de phosphore

. l'loniclté du milieu de culture.

2.6.1. INFLUENCE DU pH

Le pH est un facteur physico-chimique qui peut intervenir sur la crolssance bactérienne,
sur la cinétique de dégradation des sources de carbone et sur la production de métabolites.
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Figure 70 : Evolution de la croissance bactérienne (culture mixte) dans cinq milieux, dont
la source de carbone est le dextrose, à cinq valeurs de pH ditférentes (Len-
nox & Kuchera, 1986).

La figure 70 montre que les conditions de croissance d'une population bactérienne mixte
sont optimales à pH 7 puisque dans ces conditions, la croissance débute dès le deuxième jour de
culture, alors qu'il faut attendre le neuvième pour I'observer à pH 5 et g et le vingt-deuxième à
pH 3  e r  11 .

Les pH 3, 5, I et 11 sont peu favorables à la croissance des microorganismes en présence de
dextrose et ceci nécessite une période d'adaptation de la part des bactéries.

ll s'agit en fait d'une sélection des microorganismes. Cette sélection est fonction du pH puis-
que les bactéries dominantes de la culture mixte ne sont pas les mêmes d'un pH à I'autre.

Le pH peut aussi jouer un rôle sur la vitesse de dégradation des sources de carbone. C'est
ainsi qu'il a été montré que le carbaryl est dégradé plus rapidement à pH alcalin qu'à pH acide
(Larkin & Day, 1985), que les insecticides ont une durée de demi-vie plus courte à pH 8 qu'à pH
4,5 (Chapman & Cole, 1982), que Fusarium culmorium a une activité maximate de
biodégradation des acides gras acylaminés à pH 6,5 et 7 (Madhosingh & Orr, 1984), et que
I'hydrocarbure bonzo aromatique polycyclique (a)pyrène est dégradé plus rapidement à pH 8 dans
des sédiments (Delaune et a1.,1981).

Le pH peut être choisi en fonction de la production de métabolites, ce qui n'est pas forcément
lié au fait que la croissance bactérienne et la cinétique de dégradation de la source de carbone
soient les plus élevées.

Clostridium sporogens, en présence de glucose, produit 2,0 pmoles/ml à pH S et 22
pmoles/ml à pH 6,5 d'acides organiques (acides formique, propionique, butyrique...) (Monwille

et al., 1985). Dans ce cas, pour étudier les produits acides de dégradation, ll faut donc se situer à
pH 6,5 plutôt qu'à pH 5. !l est d'ailleurs remarquable que dans ce cas, la production des
métabolites évolue dans le même sens que le taux de croissance (0,20 h-1 à pH 5 et 0,86 h'l à pH

6,5 ) .

a  t !
o  f l t
^  a r l
O  t t l l
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En fait, dans un milieu de culture, le pH n'est pas un facteur stable dans le temps. l-a pro-
duction par la plupart des bactéries de métabolites acides aboutit à une diminution de pH qui peut
atteindre 2 unités (Figure 71) ;d'autres bactéries peuvent produire aussi des métabolites alca-
lins capables d'augmenter le pH (Lennox & Kuchena, 1986).

Age dêB culturee (J)

Figure 71 : Evolution du pH en fonction de l'âge de cinq cultures dont la source de carbone
est le dextrose et pour cinq valeurs de pH initial différentes (Lennox & Ku-
chera,  1986).

La figure 71 montre qu'au bout de deux jours, le pH de la culture initialement à pH 7 est
identique à celui de la culture initialement à pH 5.

Cependant (Figure 70), les bactéries de la culture à pH 7 atteignent leur phase de crois-
sance exponentielle 7 jours plus tôt que celles de la culture à pH 5. Ceci montre I'importance de la
valeur initiale du pH de la culture et la nécessité de faire très attention aux mesures de pH initial
et tenir compte des variations de pH que peuvent apporter les stérilisations par autoclavage lors
de la préparation des milieux de culture (Lennox & Kuchera, 1986).

Les bactéries ne sont pas les seuls microorganismes à être sensibles aux variations de pH.
Nous pouvons par exemple citer le cas de la levure Candida tropicalis pour laquelle ta cinétique de
dégradatlon de I'hydrocarbure hexadécane évolue en fonctlon du pH (Figure 72) (Kâpelli &
Fiechter,  1981).

ciaétl.o-ue clc
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Figure 72: fnfluence du pH sur la cinétique de dfuradatlon de I'hexadécanepar Candida

tropicalis.

plI
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La figure 72 montre ainsi que la cinétique de dégradation de I'hexadécane évolue en fonction
du pH et qu'elle est la plus élevée à pH 5,5 (Kâppeli & Fiechter, l9B1).

2.6.2. INFLUENCE DE I.A TEMPERATURE

Comme le pH, la température est un facteur physico-chlmique qui peut influencer la crois-
sance bactérienne, la cinétique de la dégradation et la production de métabolites.

L'influence de la température sur la biodégradation d'une source de carbone dépend non seu-
lement de la physiologie du microorganisme, mais aussi de la volatilité de la source de carbone. En
général, la cinétique de dégradation est très réduite aux températures extrêmes (0.C et sO"C).

L'étude de la biodégradation du pétrole brut avec des cultures pures ou mixtes montre que
celle-ci est plus importante à 20'C qu'à 10oC.

Toutes les fractions (aliphatique, aromatique...) sont sujettes à la biodégradation, que cela
soit à 20'C ou à 10'C. ll semble que la volatilité (moindre à 1O"C d'un ou de plusieurs composés
toxiques) influe sur la cinétique de dégradation du pétrole brut (Atlas, 197s).

La température influe aussi sur la production de produits de dégradation comme le montre
f'étude de la fermentation du xylose par les levures Candida shehatae el Pichia stipitis. Dans la zo-
ne de pH comprise entre 4 et 5,5 la production d'éthanol devient maximale avec tes deux souches à
30'C. Au-delà de 30oC, Candida shehatae produit de moins en moins d'éthanol ; par contre, ta pro-
duction de xylitol est observée. ll en est de même pur Pichia stipitis à partir de la température
de 36'C. Cette étude montre que le métabolisme des mlcroorganismes peut varier en fonction de la
température.

Comme pour le pH, la cinétique de dégradation de I'hydrocarbure hexadécane par Candida
tropicalis peut évoluer en fonction de la température du milieu (Figure 73) (Kâppeli & Fiechter,
1s81) .

cinétl.quc ôc
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Figure 73 : Influence de la température sur la cinétique de dégradation de I'hexadécane

par Candida tropicalis.
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La figure 73 indique qu'il n'y a essentiettement plus de biodégradation à So.C et qu'elle est

I optimale entre 25 et 35'C.

Les figures 72 el73 montrent que la cinétique de dégradation de I'hydrocarbure hexadécane
par Candida tropicalis est maximale dans un milieu de culture à pH 5,5 et à la température de
30.c.

2.6.3. INFLUENCE DE L'OXYGENE DISSOUS

L'absence ou la présence d'oxygène dissous dans le milieu de culture est un facteur dominant
dans le choix de l'étude à mener. L'absence d'oxygène nécessite de travailler avec des bactéries
anaérobies. En milieu anaérobie, la bactérie peut très rarement dégrader totatement un hydro-
carbure (cf. 2.3.1 .1.2.1.En effet, certains mécanismes comme le clivage d'un cycle aromatique
nécessite une oxydation (cf.2.3.3.1.).En anaérobiose, la bactérie, pour uti l iser complètement un
hydrocarbure comme source de carbone, doit trouver une solution de rechange pour remplacer
I'oxygène dissous. C'est ainsi qu'une bactérie utilise sa capacité de dénitrification (NOg'+ Nz)
pour capter I'oxygène des nitrates afin d'oxyder et dégrader totalement, en l'absence d'oxygène
dissous, l'hydrocarbure paracrésol (Figure 74) (Bossert et al., 19g6).

Â _JAtï-Æ_r5s,,5__.-V\VI*V\\/T\/-q  
\ o J  s  \ Q  \ q

*q. : \ -.f.---->-/-->+xr

-; -;
3{rô NC5 . Ul.l - 'â Ne. 3Hp

Figure 74: Représentation schématique du métabolisme de dégradation du paracrésol

en anoxie par une bactérie dénitrifiante (en présence de nitrates).

Ce mécanisme montre I'importance de I'oxygène, qu'il soit combiné ou non, dans la dégrada-
tion d'un hydrocarbure. En fait, en anaérobie stricte, la dégradation d'un hydrocarbure peut rare-
ment être totale et s'arrête généralement à la formation, quand cela est possible, de doubles liai-
sons (cf .  2.3.1.1.2.1.

Dans le cas de bactéries aérobies, la dégradation d'une source de carbone s'arrêts lorsque la
concentration en oxygène dissous se trouve en dessous d'un seuil limite. Alnsi, en dessous de la
concentration de 1 mg/l d'oxygène dissous, I'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique n'est plus dégradé
par uno culture mixte provenant d'un site industriel (Shaler & Klecka, 1986).

ll est donc absolument nécessaire de maintenir une certaine concentration en oxygène dis-

sous, soit par agitation des cultures (Kâppeli & Fiechter, 1981), soit par bullage dans les fer-

menteurs, pour observer la dégradation totale d'un hydrocarbure.
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Par contre, le fait de se placer dans les conditions de carence en oxygène peut permettre

d'observer une dégradation partielle de I'hydrocarbure utilisé comme source de carbone et une
production de métabolites.

2.6.4. INFLUENCE DE LA SOURCE DE CARBONE

La source de carbone peut influer sur la croissance des microorganismes suivant trois fac-
teurs : l'état physique, la toxicité et la concentration. Cependant, c'est avant tout de sa solubilité
dans le milieu de culture que dépend sa biodégradation (solide, liquide, émulsion...) car les molé-
cules dissoutes dans I'eau sont facilement biotransformées par les bactéries (cf. 2.7.).

l-a toxicité des hydrocarbures est un second facteur dont il faut tenir compte. En effet, le fait
de dissoudre des hydrocarbures aromatiques polycycliques dans un milieu reconstitué (extrait de
levure, glucose) permet d'observer en fermenteur fermé une chute du taux de croissance et de la
densité bactérienne par rapport à ceux observés dans le milieu reconstitué seul (Calder & Lader,
1  e76) .

L'importance de la diminution du taux de croissance et de la densité bactérienne est fonction
de la cpncentration en hydrocarbures dissous.

Dans certains cas,I'ajout d'hydrocarbures dans un milieu de culture aboutit à I'observation
d'une phase de latence plus importante. Cette phase de latence sera d'ailleurs d'aulant plus impor-
tante que la concentration en hydrocarburos sera élevée (Calder & Lader, 1976 ; Nyholm et al.,
1  s84) .

2.6.5. INFLUENCE DE LA SOURCE D'AZOTE

L'azote est absolument nécessaire dans la phase de biosynthèse du métabolisme (anabolisme)
qui correspond à la synthèse enzymatique des polysaccharides, des acides nucléiques, des protéi-
nes... Généralement, dans les milieux reconstitués, la source d'azote correspond à I'ion ammo-
nium ; cependant, dans certains cas, la source d'azote peut correspondre à un hydrocarbure nitré
ou nitrosé. Le dinitrophénol est ainsi utilisé comme source d'azote par Pseudomonas sp. N26-8
lors de la biodégradation du succinate dans un milleu carencé en azote mlnéral (Bruhn et al.,
1  e87) .

2.6.6.INFLUENCE DE IASOURCE DE PHOSPHORE

Le catabolisme et I'anabolisme d'une bactérie nécessitent du phosphore pour remplir leurs

fonctlons (transferts d'énergie, réactions enzymatiques). La source de phosphore correspond en
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fait aux phosphates dissous dans le milieu de culture. La dégradation des hydrocarbures nécessite,
comme pour toute source de carbone, la présence de phosphore dans le milieu de culture.

Cependant, un milieu faiblement dopé en phosphore permet la production d'une quantité de
métabolites très importante par rapport à la quantité d'hydrocarbures minéralisés. Certaines
voies de dégradation étant inhibées, le rendement de production en métabolites peut, dans ces
cpnditions, devenir très élevé. ll est cependant regrettable que la cinétique de dégradation soit plus
faible en milieu carencé (Atlas & Bartha, 19721.

L'inhibition de certaines voies métaboliques permet donc d'envisager I'existence d'une sé-
lection des souches bactériennes d'une culture mixte en fonction de la concentration en phosphore
(Le Petit & N'Guyen, 1976), et d'observer pour une même bactérie des taux de croissance diffé-
rents en fonction de la source de carbone dans des milieux de culture ayant la même concentration
en phosphore.

2.6.7. INFLUENCE DE L'IONICITE DU MILIEU DE CULTURE

ll est souvent préférable d'enrichir le milieu de culture en oligo-élément pour stimuler la
dégradation(Higgins et al., 1984). Cependant, I'ionicité des milieux de culture est généralement
due à la présence de chlorure de sodium. Chez les bactéries marines, la présence de chlorure de
sodium est généralement nécessaire. Cependant, des concentrations en NaCl trop éle-
vées (supérieures à 20o/o en poids) aboutissent à une augmentation de la demande en énergie de
maintenance de la cellule.

Cette augmentation de l'énergie de maintenance semble liée au fait que la concentration en
sodium intracellulaire est, dans ces cas de forte salinité, au moins dix fois moindre que celte du
milieu extracellulaire.

tâ ditfusion passive dans le microorganisme des ions sodium Na+ semble donc compensée par
un transport actif de ces mêmes ions vers le milieu de culture. Ce processus, lié aux voies
mélaboliques de I'ATP, explique l'augmentation de la demande d'énergie.

Globalement, les concentrations élevées en chlorure de sodium @rrespondent à une dimi-
nution des cinétiques de dégradation des hydrocarbures et à une diminution du taux de croissance
des microorganismes.

Par contre, I'utilisation d'une source de carbone pour produire une énergie de maintenance
aboutit à la production de métabolites (Ward & Brock, 1978).

Globalement, pour étudier la dégradation d'un hydrocarbure en fermenteur, il est nécessalre
de contrôler les facteurs physlco-chimiques (pH, température, oxygène dlssous, ionicité) et les
concentrations en carbons, azote et phosphore. Toutefois, ces paramètres doivent être contrôlés en
fonction des objectifs donnés.
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En effet, leur optimisation doit mener, soit à la minéralisation totale de la source de carbo-
ne, soit favoriser la production de métabolites en utilisant par exemple des milieux carencés en
phosphore ou bien en oxygène dissous. La préparation d'un milieu de culture avsc un taux élevé en
chlorure de sodium peut aussi favoriser la production de métabolites.

2.7. SOLUBILISATION DES HYDROCARBURES DANS L'EAU

La dégradation d'une molécule peut s'accomplir facilement une fois solubilisée dans I'eau
(Wodzinsky & Bertolini, 1972 ; Wodzinsky & Coyle, 19741 ; pour cela, plusieurs solutions sont
possibles :

les bactéries synthétisent des molécules ayant des propriétés tensioactives (biosur-
factants) capables de solubiliser la source de carbone,
des agents de surface de synthèse ayant la capacité de solubiliser les hydrocarbures
sont ajoutés dans le milieu de culture,
la solubilité de la source de carbone est modifiée par traitement chimique préalable.

L'étude de ces trois possibilités est menée dans les chapitres suivants.

2.7.1. LES TENSIOACTIFS BACTERIENS

Pour utiliser les molécules hydrophobes, les bactéries produisent des tensioactifs dans le
milieu pour accélérer la vitesse de solubilisation ou bien pour créer des émulsions dont les pro-
priétés à I'interface permettent à la bactérie d'avoir accès plus facilement à la source de carbone.
Ces tensloactifs doivent être constitués d'un groupement hydrophobe, généralement une chaîne
hydrocarbonée, qui tend à être repoussé par I'eau et d'un groupement hydrophile qui tend à être
attiré. La structure du tensioactif doit lui permettre d'être adsorbé à une ou plusieurs interfaces
d'un système hétérogène biphasique comme celui hydrocarbure-eau. Cette adsorption doit modi-
fier les propriétés du système et favoriser l'accès des microorganismes à la source de carbone. Le
tensioaclif est d'autant plus efficace que sa tension (mN/m) à l'lnterface est élevée et la concen-
tration minimale (ou critique) pour former un micelle est falble. ll y a formation de micelle
lorsque les molécules tensioactives s'agrègent pour former une structure sphérique au centre de
laquelle se localisent les groupements hydrophobes.

Cette structure aboutit à la formatlon d'une surface de contact maximale entre les microor-
ganlsmes et la source de carbone et permet donc une cinétique de biodégradation et un taux de

croissance optlma. Les blosurfactants bactériens sont synthétlsés après lnduction du système
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enzymatique qui les contrôle. lls sont de plusieurs "types" et sont fonction évidemment de I'espèce
bactérienne, mais aussi du substrat à dégrader : les glycolipides, les acides gras, les phospholipi-

des, les antibiotiques, les biopolymères, la surface cellulaire de la bactérie.

2.7.1.1. Les glycolipides

Les carbohydrates combinés avec de longues chaînes d'acides aliphatiques ou d'hydroxyacides
aliphatiques sont appelés glycolipides. Les plus communs sont les glycosyldiglycérides (Figure

75) présents dans les membranes d'un grand nombre de variétés de bactéries (Shaw, 1970).
Le constituant mono, di, tri ou tétrasaccharide peut être composé de glucose, mannose, ga-

lactose, acide glucuronique, rhamnose et galactose sulfaté. Les propriétés de surface et d'interface

des glycosyldiglycérides bactériens ne semblent pas encore avoir été étudiées de façon approfon-
die.

CH2 O-(  'o" t "  )n
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Figure 75 : Structure générale des glycosyldiglycérides. Les plus communs sont constitués

de disaccharides contenant du glucose eVou du galactose.

Les acides gras constituant les glycosyldiglycérides ont généralement une composition simi-
laire à celle des phospholipides du même organisme.

Parmi les glycolipides se retrouvent différentes classes dont la partie osidique est le plus
souvent acétylée. Les exemples les plus communs sont I

. les tréhalolipides

. les sophorolipides

. les rhamnolipides.

Hormis ces trois groupes, le tétraacylglucose de Escherichla æli(Brennan et al., 1970), le
triacyfgfucose de Mycoplasma souche J (Smith & Mayberry, 1968), te liplde mannosylérythritol
de Candtdasp. (Kawashima ef aL, 1983), les lipides liés àdu sucrose et àdu fructose de Coryne-
bacterlum et de Nocardra (suzuki et al., 1974 ; Lang et al., 1984 ; ltoh & suzuki, 1g74) cor-
respondent quant à eux à d'autres sucres acétylés.

L'observation a d'ailleurs montré que l'acétylation de la partie osidique est généralement

associée avec la croissance des microorganismes sur des substrats peu solubles dans l'eau comme

les hydrocarbures.
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2.7.1.1.1 . Les tréhalolipides

De nombreux membres du genre Mycobacterium croissent en présence d'hydrocarbure en

s'agrégeant en longues chaînes de bactéries. Cette croissance caractéristique est due à la présence

sur la surface cellulaire d'esters de tréhalose (Asselineau & Asselineau, 1978), (Bloch, 1950)
(Figure 76).

Figure 76 : Ester o, o-tréhalose-6,6'-dicarboxylique ; le lipide tréhalose diffère dans

sa structure par les groupements R et R'.

L'analyse structurale montre qu'il s'agit de o, o-tréhalose-6,6'-dimycolates. Les acides
mycoliques sont des acides gras cr-substitués d'une longue chaîne hydrocarbonée et p-hydroxylés.

Les lipides tréhaloses de différentes Mycobacteria (Asselineau & Asselineau, 1978) (Barksdale &
Kim, 1977 :Brady & Tranis, 1964 ;Wong et a1.,1979), CorynebacteriaelNocardiae (loneda et

al., 19701 diffèrent de par la structure des acides mycoliques.

En général, Nocardia possède des acides mycoliques contenant approximativement 52 atomes

de carbone, Corynebacterium 32 atomes de carbone el Mycobacterium plus de 60 atomes de car-

bone (Goodfellow & Minnikin, 19771.

Les cellules d'Arthrobacter paraffineus croissant sur hydrocarbures produisent des acides

tréhaloses dimycoliques comme tensioactif (Suzuki eta1.,1969). ll en estde même pur Rhodo-

coccus erythropolis qui produit en fermenteur respectivement 2,1 et 19 g/l d'acides tréhaloses
dimycoliques avec pour source de carbone 20 g/l de Crz et 20gll deClB n-alcanes (Rapp et al.,

1 e7e) .
Le tensioactif extrait avec le n-hexane (Wagner et al., 1983), purifié et hydrolysé, montre

que les composés lipophiliques correspondent à un mélange d'acides mycoliques (Kretschmer ef

al., 1982) (Figure 77).

l-a composltion des acides mycoliques ainsi que le degré d'estérification du tréhalose dépen-
dent des conditions de croissance. Par exemple, dans un milieu carencé en azote, Bhodococcus

erythropolis produit en grande quantité le tétraester 2,3,4,2' tréhalose (Ristau & Wagner,

1 s83) . OH
I

C H2O -C O -çH -CH- (CH2l6t-CH3

| ^ (CHzln-CHr
m+n-27-31

#"-;ji (crrrm-'r3
tEiti" m+nr2r-3t

Flgure 77 : Lipide tréhalose de Rhodococcus erythroplis avec 27 s m+n s 31.
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Les acides mycoliques sont eux-mêmes des tensioactifs mais les esters de tréhalose sont
encore plus puissants.

C'est ainsi qu'avec Corynebacterium, la tension à l'lnterface entre une solution saline et
l'hydrocarbure hexadécane est de 6mN/m pour les acides mycoliques tandis qu'elle est de 16 et 17
mN/m pour respectivement le tréhalose monomycolate et dimycolate.

Ces résultats montrent une stabilité environ trois fois plus grande du tréhalolipide à
l'interface. Quant à la concentration critique de micellisation, elle est 100 fois plus faible
(2 mg/ml) que celle des acides mycoliques libres. De plus, l'ester de tréhalose présente une
stabilité chimique el une activité constante dans une large zone de température, de pH et de con-
centration saline (Kretschmet et al., 1982).

2.7.1.1.2. Les sophorolipides

Ditférentes espèces de levures Torulopsis produisent des gtycolipides. L'unité des sucres est
composée en un disaccharide sophorose constitué de deux unités glucose liées en 9-l,z.Les grou-
pements hydroxyliques 6 et 6' sont généralement acétylés (Figure 7B).

o-S'
I
I

tcllltg

I
I

'C.O

Figure 78 : Structure de la forme lactone du sophorolipide de la levure Torulopsis bombi-

cola ATCC 22214 (le groupement carboxylique de l'acide gras peut être sous
forme lactone ou bien sous forme hydrolysée pour donner un surfactant anio-
nique).

Les taux de production de sophorolipides par Torulopsis bombiæla peuvent être très élevés.
Ainsi, à la concentration de 200 g/l d'un mélange glucose-huile comme substrat, lto & Inoue
(1982) ont observé une production de 32 g/l de sophorolipides en fermenteur fermé et Cooper &
Paddoc'lt (1984) de 70 g/1.

2.7.1.1.3. Les rhamnolipides

Certaines espèces de Pseudomonadacées sont connues pour produire de grandes quantités d'un
glycolipide (Hauser & Karnovsky, 1954) constitué d'un disaccharide (2 unltés de rhamnose liées
en p-t,2) et d'un dlmère de I'aclde p-hydroxydécanolque (Flgure 79) (Edwards & Hayashi,

1965) (Jarvis & Johnson, 1949).
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ÇHz
CO2H

FigureT9 : Structure du rhamnolipide de Pseudomonas aeruginosa. Un second rhamnolipide

a été identifié chez Pseudomonas aeruginosa ne différenciant de celui du schéma
que par une seule molécule de rhamnose.

Hisatsuka et at. (1971) montrent que les rhamnolipides créent une faible tension de surfa-
ce, sont capables d'émulsifler les hydrocarbures et de stimuler la croissance de Pseudomonas
aeruginosa sur la source de carbone n-hexadécane.

Au contraire, un mutant de Pseudomonas aeruginosa ayant perdu la capacité de produire le
tensioactif se multiplie peu sur I'hydrocarbure (ltoh & Suzuki, 19721. Si I'addition des rham-
nolipides dans le milieu stimule la croissance du mutant de Pseudomonas aeruginosa, prouvant
ainsi son rôle dans I'accessibilité aux molécules, ces mêmes tensioactifs, ajoutés dans le milieu de
culture d'autres espèces bactériennes, n'entraînent pas par contre une telle stimulation. Le rôle
des rhamnolipides s'avère donc très spécifique à Pseudomonas aeruginosa.

La production de rhamnolipides par Pseudomonas sp. MVB est favorisée lorsque le milieu est
carencé en azote (Wagner et al., 1983) et, dans ces conditions, 1,5 g de tensioactif est produit
par gramme de biomasse sèche.

De telles quantités produites n'ont rien d'exceptionnel puisque Reiling et al. (1996) ont ob-
servé fa production de2,25 g/l de surfactant par Pseudomonas aeruginosadans un fermenteur de
50 litres dont la source de carbone est le glucose (30 g/D.

Les rhamnolipides purifiés présentent une tension de surface très faible contre le n-hexa-
décane (1 mÎ'Vm) et une concentration de micellisation comprise entre 10 et 30 mg/;.

2.7.1.2. Les acides gras

Les mlcroorganismes sont capables de produire et d'excréter des acides gras par :
. biosynthàse à I'aide de I'acétyl CoA et de la malonyl CoA
. hydrolyse des esters

. oxydation (cas le plus fréquent) des alcanes et alcanols (cf.2.3.1.1.1.).Rehm &
Reiff (1981) ont publié une liste détaillée des acides gras résultant de I'oxyda-
tion des alcanes.

Les propriétés des acides gras dépendent de la longueur de la chalne hydrocarbonée. L'obser-
vatlon a d'allleurs montré que les acides gras ayant la tension de surface la plus élevée ont entre
12 el 14 carbones.
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En plus des acides gras linéaires, certaines bactéries produisent des acides gras complexes
e,ontenant des substituants hydroxylés et alkylés. C'est le cas des acides corynomycpliques (cf.
2.7.1.1.1.) qui sont de puissants surfactants relativement insensibles aux variationsde pH et à
I'ionisation du milieu de culture (Cooper et al., 1981 ; Kretschmer et al., 1gB2).

2.7.1.3. Les phospholipides

Les phospholipides sont les composants fondamentaux qui constituent la membrane bacté-
rienne. lls sont formés d'une molécule de glycérol liée par déshydratation à deux acides gras et un
acide phosphorique (Figure 80).
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Figure 80 : Formule générale des glycérophospholipides. Rl et R2 sont les chaînes hy-
drocarbonées d'acides gras. R3 correspond par exemple à l'éthanolamine
pour le phosphatidyléthanolamine.

Le taux de phospholipides croît considérablement dans le milieu de culture lorsque certaines
bactéries (Makula et a1.,1975 ; Vachon et al., 19S2) ou levures (Hug ef at., 1974; Mishima ef
al., 19771 utilisent des alcanes comme substrat. Cependant, il est difficile de savoir si ces mo-
lécules sont excrétées par un mécanisme cellulaire ou libérées post-mortem par lyse de la cel-
lule ou fragmentation des membranes.

A titre d'exemple, il a été observé que Acinetobacter sp. HOIN croissant sur hexadécane pro-
duit dans le milieu le surfactant phosphatidyléthanolamine qui est capable de former des micro-
émulsions dans l'eau avec les alcanes (Kâppeli & Finnerty, 1979 et 1980).

ll a été observé aussi que les phospholipides produits par Thiobaclllus thiooxidans corres-
pondaient à des agents mouillants de molécules soufrées (Shively & Benson, 1967 ; Beebe &
Umbre i t ,  1971) .

2.7.1,4, Les antibiotiques

Les antibiotiques, molécules de faible poids moléculaire, produites par des bactéries ou des

levures, sont capables d'inhiber la croissance d'autres microorganismes de manière sélective.
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Les antibiotiques présentés ci-après agissent comme des agents de surface et sont à ce titre
répertoriés dans ce chapitre.

2.7.1.4.1. La Gramicidine S

La Gramicidine S est un antibiotique décapeptidique cyclosymétrique (Figure 81). Sa syn-
thèse est commune chez la plupart, sinon tous les membres de genre Baciltus durant tes pre-
mières étapes de la sporulation (Katz & Demain, 19n1.

Cet antibiotique peut se lier fortement avec des polyanions (polyphosphates...) conférant à
I'ensemble des propriétés lipophiles. Ainsi deux molécules de Gramicidine S forment un complexe
stable avec une molécule d'ATP (Krauss & Chan, 1983), les parties apolaires étant dirigées vers
I'extérieur du complexe.

lnversement, la Gramicidine S peut former un complexe avec les hydrocarbures, tes parties
polaires de la Gramicidine S étant alors dirigées vers I'extérieur.

2.7.1.4.2. Les polymyxines

Les polymyxines sont un groupe d'antibiotiques lipopeptidiques produits par Bacitlus poly-
myxa (Figure 82) (Paulus, 1967) capables de solubiliser certaines enzymes de membranes bac-
tériennes (Balakrishnan et a/., 1980).

La chaîne hydrocarbonée de I'acide gras représente le groupement lipophile des polymyxi-
nes. Cette structure donne à ce groupe d'antibiotiques les propriétés de tensioactif capable de so-
lubil iser les hydrocarbures.

2.7.1.4.3. La Surfactine (Subtilysine)

La Surfactine est un antibiotique lipopeptidique cyclique produit par Baciilus suôtilrs dont
fa structure (Figure 83) lui confère les propriétés de tensioactlf (Arima et a!., 1969, Bein-
heimer & Avigad, 1970).

Bacillus lichenitormis JF-2, dans un milieu glucose enrichi en extrait de levure et en ni-
trate, produit un tensioactif anionique similaire à la surfactine produite par Bacittus subtitis
(Javaheri et al., 1985). Les propriétés de ce tensioactif capable de solubiliser les hydrocarbures
ne sont pas atfec{ées par les variatlons de pH, de température, de salinlté et de concentration de
calcium.

La concentration critlque de micellisation de la surfactine dans I'eau est de 25 mg/l et sa

tenslon de surface est de 27 mN/m.
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2.7.1.4.4. L'antibiotique TA

Cet antibiotique bactéricide est produit par Myxococcus xanthus. ll inhibe la synthèse de
peptidoglycanes chez les bactéries en inhibant la polymérisation lipidique - disaccharidique -
pentapeptidique (Figure 841 (Zatriri et al., 1981).

Cette lactone cyclique partiellement polaire et partiellement lipophile possède les proprié-
tés de tensioactif capable d'augmenter la solubilité des hydrocarbures dans I'eau.

2.7.1 .5. Les Biopolymères

Les tensioactifs présentés dans les chapitres précédents avaient une structure bien définie
et un poids moléculaire bien déterminé et peu élevé. Certaines bactéries, par contre, sont capa-
bles de produire des polymères de grande taille possédant les propriétés d'agent mouillant en pré-
sence de sources de carbone peu solubles dans I'eau.

2.7 .1 .5.1 . Les biosurt aclanls de Ac i n etobacte r calco aceticu s

Deux biopolymères ayant des propriétés etficaces de surfactants vis-à-vis des hydrocarbu-
res dans I'eau ont été identifiés :

1. Un polysaccharide produit par Acinetobacter calcoaceticus souche RAG-I constitué de N-
acétyl-D-galactosamine, d'acide N-acétyl-galactosamine uronique et d'un sucre aminé N-acétylé
non identifié.

2. Un polysaccharide produit par Acinetobacter calcoaceticus souche BD4 composé surtout
de rhamnose.

' Le polysaccharide produit par Acinetobacter calcoaceticus souche RAG-I est un
polysaccharide anionique ayant un poids moléculaire de 9,8 t05 (Zuckerberg ef a/., 1929). Cet
agent mouillant est etficace à très faible concentration (Reisfeld et al., 19721. Alnsi le tensioactif
n'agit pas sur les hydrocarbures aliphatiques ou aromatiques seuls.

Par contre, ll aglt sur tous les mélanges contenant des hydrocarbures aliphatlques et aro-
maflques (Rosenberg et al., 1979). Le tensloactif stabilise l'émulslon en produisant des llalsons à
f'fnterface hydrocarbure/eau formant un fllm de plus de 20 A d'épalsseur (Zosim et al,, 1982)
(Figure 85).
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Figure 85 : Vue microscopique de l'émulsion hexadécane/eau stabilisée pat 0,002o/o de

biosurfactant (x390).

Acinetobacter calcoaceticus forme une émulsion stable avec I'hydrocarbure hexadécane et
I'eau. Cette émulsion n'a ni les propriétés caractéristiques de I'hydrocarbure pure ni celles de la
solution aqueuse contenant le tensioactif seul (Zosim et a1.,1982).

Le tensioactif stabilise donc les gouttelettes d'hydrocarbure. L'hétéropolysaccharide anio-
nique se lie avec des quantités considérables d'eau et ensemble ils empêchent la fusion des gout-

telettes. Le fait que la surface externe des gouttelettes devienne hydrophile explique l'action du
tensioactif et sa propriété à réduire la viscosité des huiles lourdes (Basta, 1984).

Shoham & Rosenberg (1983) montrent que I'activité du tensioactif dépend directement de sa
structure. Quand le poids moléculaire du tensioactif est réduit à 330 000, 125 000 et 62 000 en
utilisant une dépolymérase spécifique, I'activité décroît respectivement de 25, 60 et 84%. De
plus, I'utiflsation de la dépolymérase a montré que Acinetobacter calcoacetlcus RAG-1 possédait

d'autres structures capables de se comporter comme tensioactif.

En etfet, après avoir dégradé le biopolymère en ajoutant dans le milieu de culture I'enzyme
dépolymérase spécifique, il s'est avéré que les cellules adhéraient beaucoup mieux aux hydrocar-
bures que dans le milieu non traité avec la dépolymérase (Pines & Gutnick, 19S4) (Shoham et
al., 1983). D'ailleurs cette observation est à corréler avec l'étude d'un mutant d'Acinetobacter
calcoacetlcus RAG-I incapable d'excréter dans le milleu de culture le blopolymère osldlque et
dont les cellules présentent un pouvoir similaire d'adhéslon aux hydrocarbures (Rosenberg et al.,
1e83) .
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Acinetobacter calcoacefibus RAG-I possède donc plusieurs structures capables de se com-
porter en agent mouillant, les structures de la surface cellulaire étant habituellement masquées
par le biopolymère osidique.

' Acinetobacter calcoaceticus BD4 produit un polysaccharide composé surtout de rhamnose

et qui semble s'organiser autour de la cellule sous forme d'une capsule (Kaplan & Rosenberg,
1982). Cette capsule polysaccharidique isolée artificiellement ne présente aucune activité émul-
slfiante. Cependant, lorsqu'elle est isolée avec les protéines, le mélange devient un puissant agent
mouillant des hydrocarbures dans l'eau (Junl & Janik, 1969).

En fait, huit autres souches d'Acinetobacter calcoaceticus produisent des agents mouillants.

Par anafogie à Acinetobacter calcoaceticus souches RAG-I et BD4, l'activité émulsifiante semble
produite par des protéines et des polysaccharides.

2.7.1.5.2. Autres biopolymères bactériens

Les autres biopolymères bactériens utilisés présentent des analogies avec ceux de I'espèce
Acinetobacter calcoaceticus. En effet, les tensioactifs cprrespondent généralement à des structures

complexes à base de protéines et de polysaccharides.

Les souches suivantes ont été étudiées :
1. Pseu&monas aeruginosa souche S7B1

2. Pseudomonas souche PG-l

3. Phormidium souche J-l (ATCC 39161)

4. Arthrobacter sp.

' Pseudomonas aeruginosa souche S7B1 excrète dans le milieu de culture la protéine PA,

agent mouillant d'hydrocarbures, lors de sa croissance sur n-alcane à longue chaîne carbonée (1-

hexadécane) mais pas sur glucose, glycérol et acide palmitique. La protéine a un poids moléculaire
de 14 300 et se compose surtout de sérlne et thréonine (Hisatsuka et a1.,1971 ; Hisatsuka et al.,
19721.

' Pseudomonas souche PG-l est une bactérie capable de dégrader les hydrocarbures alipha-
tiques, cycliques et aromatiques. Le facteur de solubllisation des hydrocarbures est composé de
protéfnes (34o/ol, de sucres (16%) et de lipides (40o/ol (Reddy et al., 1982 ; Reddy et al.,

1  s83) .

' La Cyanobactérie filamenteuse Phormidlum J-l (ATCC 39161) produit un agent mouil-

lant (Fattom & Shilo, 1984a;Fattom & Shllo, 1985). Les cellules en phase de croissance ont une

surface cellulalre hautement hydrophobe. Au-delà de cette phase, elles perdent partiellement leur

hydrophobicité (Fattom & Shilo, 1984b).
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Ce changement est corrélé avec ta production d'un agent mouillant qui masque les sites
hydrophobes. cet agent est éliminé quand les bactéries se retrouvent dans un milieu favorable à
leur croissance. Ce composé a un poids moléculaire supérieur à 1OO OOO et contient des sucres,
des protéines et des esters d'acides gras.

' Arthrobacfer sp. produit un polymère neutre extracellulaire, extrêmement visqueux, dé-
pendant de la présence de sucrose dans le milieu de culture pour sa production. Ce polymère c€m-
posé de D-fructose est sensible à la température, au pH acide et semble être hautement ramifié et
dégradable en fermenteur (Bodie et al.,19gS).

2.7.1.6. Les microorganismes ayant une surface cpllulaire hautement hydrophobe

Un grand nombre de microorganismes différents, capables ou non de dégrader les hydrocar-
bures, se comporte en surfactants, c'est-à-dire que ces microorganismes ont une forte affinité
pour les interfaces hydrocarbures/eau (Fattom & shilo, 19g4a;Rosenberg, 19g4). L,hydro-
phobicité de la surface cellulaire a été mesurée à I'aide de nombreuses techniques :

. Le procédé chromatographique HIC (Hydrophobic Interaction Chromatography) basé
sur les interactions enlre les groupements d'un get non polaire et tes zones non po-
laires de la structure étudiée (Smyth et al., 19Zg).

. Le procédé d'adhésion des bactéries aux hydrocarbures liquides (Rosenberg et al.,
1  e80) .

. Le test d'agrégation des cellules dans un milieu carencé en sels minéraux (Lindahl et
a l . ,  1981) .

. Le test d'adhérence sur des surfaces solides (Gerson & Akit, 19go).

. Le test de liaison avec I'acide dodécanoTque marqué (Kfelteberg et a1.,1980).

. Le procédé de mesure des angles de contacl entre les différentes phases (Gerson &
Aki t ,  1980).

. Le procédé de séparatlon de phases (Gerson & Akit, 19gO).

. L'observation de ta tormation de l'émulsion du kérosène dans l'eau, la dégradation de
cette émulsion et les variations de tension de surface qui s'ensuivent (Neufeld & Za-
j ic ,  1984).
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Les composés de surface cellulaire qui contribuent à I'hydrophobicité sont les suivants :

La protéine M et I'acide lipotéichoïque chez le groupe A des streptocoques (Miorner

et al., 1983 ; Ofek ef a/., 1983).

La protéine Ade Staphylococcus aureus (Jonsson & Wadstrom, 1983, 1984) et de

Aeromonas salmonicida (Parker & Munn, 1984).

Une protéine non identifiée chez Vibrio proteolytica (Paul & Jeffrey, 1985).

Les minces fimbriae de Alcaligenes calcoaceticus RAG-1 (Rosenberg et al., 1982).

La prodigiosine des espèces pigmentées de Serratia (Blanchard & Syzdek, 1978).

Inversement, I'adhésion à des surfaces hydrophobes peut être bloquée par les composés sui-

vants :

. La capsule d'acide hyaluronique de Sfreptococcus pyogenes (Ofek etal., 1983).

. La capsule de rhamnose de Alcaligenes calcoaceticus BD4 (Rosenberg et a/., 1983).

Au terme de cette étude, il apparaît qu'il est probable que la plupart, sinon toules les bacté-

ries pouvant utiliser des hydrocarbures comme source de carbone, sont capables de produire des

tensioactifs et d'utiliser leur propriété pour avoir accès plus facilement à la source de carbone.

En pratique, la présence de tensioactifs dans le milieu de culture aboutit à l'observation de

variations des concentrations en hydrocarbures "solubilisés" dans I'eau et ceci en fonction de la

phase de croissance de la population bactérienne et de la demande en source de carbone de cette po-

pulation.

Une analyse approfondie du milieu de culture (par spectrométrie de masse par exemple)

peut permettre de mettre en évidence les tensioactifs synthétisés par les bactéries utilisées lors

de l'étude de la dégradation d'un hydrocarbure.

2.7.2.

Les tensioactifs de synthèse représentent un marché de la chlmie organique tout à fait consi-

dérable. Leur usage principal est basé sur leur pouvoir de solubilisation et, de ce fail, ils sônt

utilisés comme détergents. Les tensioactifs de synthèse sont donc retrouvés dans les savons, les

poudres à laver, les produits d'entretien... Les dispersants chimiques sont aussi utilisés pour ré-

duire les pollutions pétrolières, en particulier depuis la catastrophe écologique du Torrey Canyon.

Les tensioactifs de synthèse doivent répondre à trois exigences :

. ils doivent se comporter comme des détergents,

. lls doivent être biodégradables,

. lls ne doivent pas être toxiques.
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2.7 .2.1. Action détergente

Cefte action est intimement liée à la formulation des molécules. Elles doivent être consti-

tuées comme les tensioactifs bactériens d'un groupement hydrophobe, généralement une chaîne

hydrocarbonée, et d'un groupement hydrophile qui permet la solubilisatlon dans I'eau.

Les surfactants de synthèse peuvent avoir des formulations très différentes comme l'indi-

quent les structures générales présentées ci-dessous :

. les alkylsulfates : R - SOq'

. les éthers d'alkylpolyoxyéthylène :

TR T
[ -o-cH-cH2- J n

.les a-oléfine sulfonates : -3OS-R-CH = CH2

. tes alkylbenzène sulfonates : '3OS-O-R

En fait, cette liste n'est pas exhaustive ; il existe de très nombreuses autres structures

ayant une action détergente, comme par exemple un complexant macrocyclique capable de solubi-

liser dans I'eau certains hydrocarbures aromatiques polycycliques. Ce complexant est constitué

d'une structure hydrocarbonée hydrophobe circulaire, capable de piéger des hydrocarbures, liée à

des structures ammonium dirigées vers I'extérieur et conférant à l'ensemble la propriété d'être

soluble dans I'eau (Diederich & Dick, 1984 ; Diederich & Griebel, 1984) (Figure 86).

Figure 86 : Complexation du pyrène par un complexant macrocyclique de synthèse.

D'autres hydrocarbures peuvent être solubilisés par cette méthode (perylène, fluoranthè-

ne, naphtalène). La structure du complexe reste similaire à celle de la flgure 86, les partles po-

laires du complexe étant dlrigées vers l'extérieur.

D'autre part, il faut signaler que la formulation de nombreux tensloactlfs (en particulier

les dispersants pétrollers) n'est pas connue pour des ralsons de secret de synthèse et leur nom

n'apporte aucun renselgnement (Corexit, Gamlen Sea Clean...).
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2.7.2.2. Biodégradabilité des tensioactifs de synthèse

L'étude de la biodégradabilité des tensioactifs de synthèse s'effectue en trois étapes. Dans un

premier temps, ll est nécessaire de monlrer que le dispersant est dégradable ou non par les orga-

nismes qui ont été choisis pour l'étude. Ensuite, il faut étudier le comportemenl des mêmes orga-

nismes en présence de la source de carbone hydrophobe seule (hydrocarbures, pétrole brut,

huiles...) et enfin, dans un troisième temps, en présence de la source de carbone dispersée par le

tensioactif de synthèse.

Le tableau 2 ci-après présente les résultats obtenus dans certains laboratoires.

De manière générale, les dispersants de synthèse sont biodégradables, mais leur disparition

reste assez lente.

Les travaux de Mulkins-Phil l ips & Stewart (1974) et de Liu (1983) montrent que les

mélanges dispersant + pétrole brut présentent un taux de biodégradation plus élevé que le disper-

sant ou le pétrole brut seul pour les microorganismes choisis.

Cependant, en présence des mélanges, des variations qualilatives de populations sont obser-

vées. Mais de tels résultats dépendent du choix des microorganismes puisque les travaux de Bhosle

& Row (1983) présentent les conclusions inverses : les dispersants seuls, en présence de pétrole

brut, supportent la croissance bactérienne. De manière plus précise, Foght & Westlake (1982)

montrent que les dispersants interviennent de façon différente sur plusieurs types d'hydrocarbu-

res. Ainsi, en présence du dispersant Corexil9527,les composés aromatiques sont dégradés plus

rapidement que les n-alcanes dans le mélange complexe d'une huile.

2.7.2.3. Toxiciié des tensioactifs de synthèse

L'utilisation d'un tensioactif dans l'étude de la biodégradation d'un insoluble devient possible

lorsque la toxicité [tensioactif + produit] est moindre à cpurt ou à long terme, que celle du pro-

duit seul. La toxicité du dispersant seul n'est pas un facteur interdisant son utilisation.

Le tableau 2 montre que d'une manière générale, les tensioactifs de synthèse peuvent être

biotransformés par les bactéries. S'ils sont loxiques, leur toxicité s'atténuera avec le temps.

En fait, l'étude de leur toxicité n'a jamais été menée sur un écosystème. Si le Corexit 9527

n'est pas toxique pour les bactéries, sa toxicité a été étudiée chez les protozoaires et déterminée

sur la base du taux de croissance (Rogerson & Berger, 1981).

ll s'est avéré que le pétrole brut seul est moins toxique que l'émulslon car celle-cl pénètre

dans la cellule qui est alors inhibée.

La dose léthale 50 (DL50) chez le poisson Medaka a été étudiée pour les détergents d'usage

domestique (alkylsulfates, éthers d'alkylpolyoxyéthylène, alkylbenzène sulfonates...) (Kikuchi &

Wakabayashl, 1984). Cette étude a montré que la toxicité dépendait de la structure chimique du
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Tableau 2 : Etude de la dégradation de différents surfactants, en présence de différents mi-
croorganismes, avec ou sans pétrole brut.
+ peu biodégradable
++ moyennement biodégradable
+++ biodégradable

I ffil:',i1îS.radabre
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tensioactif. En effet, la toxicité augmente avec la longueur des chaînes hydrocarbonées ou poly-

oxyéthyléniques.

En ce qui concerne la toxicité des tensioactifs de synthèse, il existe actuellement peu d'études

approfondies sur leur impact dans des écosystèmes très différents comme le milieu marin ou le

milieu d'eaux douces.

Dans le cadre de l'étude de la biodégradation d'un hydrocarbure, un lensioactif de synthèse

peut être utilisé pour augmenter la solubilité de l'hydrocarbure dans l'eau. ll doit répondre aux

quatre critères suivants :

. le tensioactif doit être capable de solubiliser l'hydrocarbure étudié,

. le tensioactif doit être aussi spécifique que possible car un hydrocarbure est rarement

pur. Le tensioactif idéal doit solubiliser l'hydrocaru,.rre étudié, tout en ne solubilisant

pas ses impuretés,

. le tensioactif ne doit pas être biodégradable, il ne doit pas servir de source de carbone à la

place de I'hydrocarbure,

. le tensioactif ne doit pas être toxique.

2.7.3. SOLUBILTSATION DES HYDROCARBURES PAR VOIE CHIMIOUE

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques possèdent la particularité d'être hydrophobes

et donc difficiles d'accès en tant que source de carbone pour la bactérie. Ce problème, s'il peut être

résolu par I'ajout de surfactants chimiques ou produits par les bactéries elles-mêmes, peut être

supprimé par voie chimique. ll suffit pour cela de greffer sur l'hydrocarbure un groupement hy-

drophi le.

La technique de sulfonation a été retenue pour solubiliser le carbazole dans I'eau parce qu'il

est relativement facile de mener cette réaction de substitution sur une structure aromatique et les

produits obtenus sont extrêmement solubles dans l'eau.

2.7.3.1. La chimie de la sulfonation

Cerfontain (1985) montre que la réaction de sulfonation des hydrocarbures aromatiques

n'est pas aussi simple que la réaction présentée dans la plupart des livres de chimie organique le

laisse supposer (Figure 87).
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z Sot'
,/

ArH + SOr=R'r*  -ArSOrH
\.H

Figure 87 : Sulfonation des hydrocarbures aromatiques par le réactif de base SO3 en mi-

lieu aprotique (nitrométhane ou dioxane).

En fait, les réactions de sulfonation peuvent présenter jusqu'à dix étapes différentes, cer-

taines étant plus ou moins importantes en fonction des concentrations en réactifs (Figure 88).
La réaction de sulfonation nécessite la formation d'un complexe o

--,",-SOg-
tor * 

r_,
) (étape [1]).

La position de réaction de sulfonation sur un hydrocarbure aromatique est déterminée par la

position des sites d'énergie relative capables de supporter la formation du complexe o et par I'en-

combrement stérique.

ll peut y avoir une réaction de polysulfonation à condition que d'autres sites soient capables

de supporter la formation du complexe o, que les etfets électroniques des groupements sulfoniques

déjà fixés le permettent et que I'encombrement stérique ne soit pas trop important (Cerfontain,

1  e85) .

Un second complexe (étape [2]) peut être formé par réaction du complexe o avec le réactif.

Le taux de formation de ce second complexe catalyse en grande partie les huit autres réactions

(étapes I3l à [10]).
Le produit de sulfonation primaire (étape [3]) est un acide pyrosulfonique qui peut être

dissocié en son anhydride sulfonique correspondant et en acide disulfurique (équilibre [4]). Par

exemple, lors de la sulfonation du p-dichlorobenzène avec SOg dans le solvant CClgF, un préci-

pité équimoléculalre d'anhydride 2,S-dichlorobenzène sulfonique et d'acide disulfonique est obte-

nu (Bosscher & Cerfontain, 1968).

Quand le rapport inltlal des réactifs [ArH] / [SOgl est > 0,5, des réactlons secondaires de

sulfonatlon ont été observées (étapes [5] et [6t) entre I'hydrocarbure aromatique et les acides

pyrosulfoniques et disulfuriques (Koeberg-Telder & Cerfontain, 1971).
Les étapes f4 à [10] montrent que le complexe o aboutit à la formation d'acides arènesulfoniques

par réactlon avec les produits obtenus lors des étapes [3], [4], [5] et [61. Un résumé des dif-

férentes réactions de sulfonation est présenté dans la figure 89.
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Flgure 88 : Réaction de sulfonation d'un composé aromatique en milieu aprotlque.
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Figure 89 : Réactions de sulfonation

aprotique.

des hydrocarbures aromatiquesdans un solvant

sulfonation primaire

sulfonation secondaire

Dans la chimie de la sulfonation des hydrocarbures aromatiques, des réactions tout à fait

particulières ont été observées.

. Le remplacement de substituants autres que I'hydrogène a été observé. Ces réactions

correspondent en général à un mécanisme d'addition et d'élimination de substituant via la forma-

tion d'un complexe o (Figure 90).

ArX + So, -) ^(i;

^(i; + Arso,X

Flgure 90 : Cefiaines réactions de substitution peuvent conduire au remplacement d'au-

tres substituants que I'hydrogène.

Ces réactions sont appelées "lpso sulfonation" et ont permis d'observer la déiodonation du 2-

et du 4-iodotoluène ainsi que des dém6thylations.

. tl peut y avoir des réactlons de sulfonation sur certalns substltuants hydrocarbonés

d'hydrocarbures aromatiques. Ces réactions ont été observées surtout a\rec les hydrocarbures du

type 9 - alkylanthracène (Flgure 91).
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. La réaction de sulfonation peut être compliquée par la formation de diarylsulfone. Pour le

benzène, en présence de SO2 ou de CHCI3 comme solvant, le taux de diarysulfone est < 5o/o, mais il

peut être de 23% en absence de solvant. La formation des diarysulfones suit le mécanisme
présenté sur la figure 92.

./sog-
Ar+

\H

./sog'
Ar  +  +SOg

\H

ArH + SO3

ArS2O6H + SOg

ArH + ArS3OgH

=- ArSgOgH

_ SOeAr

:er4 \, I
,l,

.w- 0\
- Ar"+ 

)*,\ r  ---o

/.*2- 
0 --.

Ar + )ae + ArS2O5H
\H -s/

+ HSzOz'

ArSO2Ar + H2S2O7

diarylsul fone

Figure 92: Formation de diarylsulfone (Cerfontain, 1985).

La formation des diarysulfones débute par la réaction habituelle de formation du complexe o

et de I'acide pyrosulfonique. L'acide pyrosulfonique, après une sulfonation supplémentaire, réagit
avec un second hydrocarbure aromatique pour former un nouveau complexe o qui, après réarran-

gement, aboutit à la formation de diarylsulfone.

Comme nous le voyons, la réaction chimique de sulfonation n'est pas une réaction spécifique,
mais aboutit généralement à la production d'un mélange de produits sulfonés. De ce fait, des mé-

thodes d'analyses et de séparations doivent être utilisées.

La chromatographie liquide sous faible pression permet d'étudier la séparation des produits

de sulfonation de I'anthracène (Obruka et al., 1976), la chromatographle llqulde avec détecteur

U.V., celle des alkylsulfonates (Kraslawskl & Kulawinek, 1983), la chromatographie HPLC, celle

des produits de sulfonation du 2-amlnonaphtalène.
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Cependant, il semble bien que les résines Amberlite XAD soient les phases les plus efficaces

pour effectuer la séparation des acides sulfoniques (Scoggins & Miller, 1968; Pietrzyk & Chu,

1977a; Pietrzyk & Chu, 1977b; Pietrzyk & Stodola, 1981).

. Le complexe o formé lors d'une sulfonation peut amener à la formation de sultones et

de structures Insaturées (Figure 93).
Les déplacements de la charge positive du complexe o dans certaines molécules (en particu-

lier les dérivés de I'anthracène) peut aboutir à la formation de structures pontées avec le groupe-

ment sulfonate appelées : sultone.

. La réaction de sulfonation peut mener à la formation de dimère (Figure 94).

Comme pour le cas précédent, le complexe o formé lors de la réaction de sulfonation aboutit

à de nouvelles structures. La formation du dimère se caractérise par la libération d'acide sulfoni-

que HzSOg.

2.7.3.2. Sulfonation du carbazole

La sulfonation du carbazole est une réaction simple qui s'effectue avec I'acide chlorosulfoni-

que (HO SOz Cl), mais qui peut mener à la formation de cinq produits diftérents selon le solvant,

les conditions de température, les rapports molaires des réactifs et le catalyseur qui ont été rete-

nus (Figure 95).

m 
+ HOSo2cl

Y  c o  l a sX  @ I ! r

À sorc t

,orom

c tozs  E so?c t

)ffi-(
Dr \^[^/

c rO?S  C  Sozc r

r'. @g
tr so2cl

clc2s 
o 

,oral

qg
f.tr. _- | l{ S0?CI

302C I

Figure 95 : Réaction de chlorosulfonatlon du carbazole.
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La réactlon de chlorosulfonation aboutlt à la productlon de monochlorosulfocarbazole (A), de

dichlorosullocarbazole (B), de trichlorosulfocarbazole (C) et de tétrachlorosulfocarbazole (D),

et ceci en fonction des conditions expérimentales.

ll faut signaler que, généralement, la réaction mène à I'obtention d'un mélange de produits
gui, en présence d'eau, sont hydrolysés en acides sulfonlques (Figure 96).

--SOzCl + H2O + -SO3H + HCI

Figure 96 : Hydrolyse de produits de chlorosulfonation.

Borodkin (1950) a étudié la formation d'acide carbazole monosulfonique et disulfonique
dans le nitrobenzène en faisant varier le rapport molaire OHSO2OUcarbazole, les conditions de

température et la durée de réaction (Tableau 3).

Tableau 3 : Conditions de réaction de sulfonation du carbazole avec les rendements de for-

mation d'acide carbazole sulfonique.

Quantité de
carbazole

(s)
Quantité d'acide

chlorosulfonique
Température
de réaction

('c)

Durée de la
réaction

(h)

Rendement (%) d'acide
carbazole sulfonioue

mole9moles de
earbazole

mono- di

5

10

1
3
I
3
1
2
3
4
6
1
2
3
4

10-11

15-17

28-30

1
1

3

84,3

83,6

eà,a

.MEI.A

87,4

: "= '

gs,o

95,3

t\EE
96,4
98,2
70,9

NEE
86,4
84,6

Le carbazole est ainsi dissous dans 15 à 18 fois son poids de nitrobenzène. La formation de
l'acide carbazole monosulfonique peut être obtenue dans des conditions de température et de durée

de réaction assez variées. Cependant, elle nécessite toujours de falre réagir le carbazole et I'acide

chlorosulfonique dans des condltions équimolaires.

Lors de la réaction de chlorosulfonation du carbazole avec I'aclde chlorosulfonlque (Shishki-

na el al., 1970\,le choix du solvant est important. A chaque fols que le solvant CCI+ est utllisé, la
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réaction de chlorosulfonation du carbazole est obtenue, ce qui n'a jamais été le cas avec le dioxane
et le nitrométhane.

ll semble que, dans la phase d'initiation de la réaction, la catalyse acide soit associée à une
absorption de protons qui permet I'apparition des acides chlorosulfoniques.

Or, le dioxane et le nitrométhane sont des solvants possédant la propriété d'être accepteur de
protons ; de ce fait, I'action catalytique de I'acide chlorosulfonique est réduite et la réaction peut

être empêchée.
En présence du solvant CCl4, un mélange de carbazole di- et tri-chlorosulfonique semble

être obtenu en faisant réagir jusqu'à 18 moles d'acide chlorosulfonique par mole de carbazole
(Shishkina et al., 1970). A partir de 25 moles d'acide par mole de carbazole, la réaction semble
mener spécifiquement à la formation de I'acide carbazole trichlorosulfonique.

Des résultats similaires sont obtenus en présence du catalyseur P2O5. Suivant les quantités

de réactifs, le mélange d'acides di- et tri-chlorosulfoniques ou bien I'acide carbazole trichloro-
sulfonique seul est obtenu (Proshechkina ef a/., 1969a).

L'évolution du mélange des acides carbazole di- et tri-chlorosulfoniques a été étudiée de fa-

çon approfondie dans les rapports molaires suivants (Proshechkina ef a/., 1969b) :

I s HOSO2CI/ P2O5 s 18

1<P2O5/carbazo le<5

L'observation a montré que lorsque les rapports augmentaient, le taux d'acide carbazole di-
chlorosulfonique diminuait de 87 à 0/o, tandis que celui du carbazole trichlorosulfonique aug-
mentait de 13 à 100%.

L'acide carbazole tétrachlorosulfonique a été obtenu avec un rendement de 100% en présen-
ce du catalyseur PCl5 et en présence du solvant CCl4 pour les rapports de réactifs suivants
(Proshechkina at a/., 1969b) :

I < HOSOZCI/ carbazole < 18 PCl5 / carbazole = 3

ou bien
HOSOzCI/carbazole = 8 2,5 < PCl5/ carbazole < S

La réaclion de sulfonation du carbazole semble à I'heure actuelle bien connue et ne présente
pas de difficulté quand il s'agit d'obtenir un mélange de produits de sulfonatlon.

Par contre, l'obtention d'un seul produit de sulfonatlon (mono. ou dl- ou tri- ou tétra-car-

bazole sulfonique) nécessite beaucoup de soins dans le choix :
- des rapports molaires enlre I'acide chlorosulfonique et le carbazole,
- du solvant,
- du catalyseur,
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- de la température de la réaction,
- de la durée de la réaction.

2.7 .3.3. Biodégradation des hydrocarbures sulfonés

Les hydrocarbures sulfonés sont représentés surtout par la famille des alkylbenzènesulfo-
nates qui sont utilisés comme détergents. Leur utilisation très importante implique une pollution

des rivières non négligeable. C'est pourquoi leur assimilation par les bactéries a été étudiée ;
Hrsak et al. (1982) ont observé la biodégradation d'alkylbenzènesulfonates linéaires commer-
ciaux [H3OS - An - (CHe)n - CHg] en culture conlinue avec une culture mixte constituée de 5

souches de Pseudomonas sp.1 à sp.5, avec une souche Achromobacter et une souche Acinetobacter.

Plus précisément Sawyer & Ryckman (1957) ont montré que les esters anioniques

l-n-co-c,r^cH^so^Hr

et les amides anioniques

["[i;ï,cH,sosH]

étaient rapidement dégradés.

D'autre part, ils ont observé que la dégradation des alkylbenzènesulfonates primaires

R

IH3OS-Q-CH2RI et secondaires H3OS{;CH est toujours complète, ce qui n'a jamais été

R'

R
le cas des composés tertiaires HgOS-SC-R' . lls ont alors conclu que la biodégradation des al-

RU

kylbenzènesultonates débute par la chaîne hydrocarbonée et que, de ce fait, la dégradation dépend

de la présence de microorganismes capables d'oxyder les groupements méthyl terminaux en acide
carboxylique.

Lbxydation achevée, la chaîne hydrocarbonée peut être assimilée par les microorganismes
par p-oxydation.

Toujours d'un polnt de vue structural, Swischer (1963) a montré que la blodégradation des

alkylbenzènesulfonates est d'autant plus rapide que le groupement sulfonate est éloigné du site

d'attaque enzymatique. Cependant, il a observé que ce phénomène était vrai pour les alkylbenzène-

sulfonates avec uns chaîne linéaire hydrocarbonée ayant au plus douze carbones ; en etfet, pour

des chalnes plus longues, la vitesse de biodégradation diminue.

Flnalement, Willetz & Cain (19721 proposent un mécanisme général de dégradation des

atkylbenzènesulfonates-,par l'espèce Bacillus (Figure 97).
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Figure 97 : Mécanisme de dégradation des alkylbenzènesulfonates par Bacillus.

La première phase du mécanisme de dégradation correspond à l'assimilation de la chaîne
hydrocarbonée par p-oxydation comme I'avaient proposé Sawyer & Rickman (1957). La deuxiè-

me phase consiste en un remplacement du substituant sulfonate par un groupement hydroxylique,

le groupement sulfonate étant intégré dans I'adénosine sulfatophosphate ou bien oxydé en sulfate.

La dégradation du parahydroxybenzoate formé suit ensuite la voie normale de dégradation avec la

formation du cis-diol et une ouverture du cycle en ortho pour aboutir à la production de succinate

et d'acétyl-CoA.

Par contre, Bird & Cain (1974) proposent un mécanisme ditférent du précédent avec Alca-

ligenes souche 2d et comme source de carbone des alkylbenzènesulfonates ayant une chaîne hydro-

carbonée de deux ou trois carbones (Figure 98).
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Figure 98 : Mécanisme de dégradation du phényléthane-parasulfonate par Alcaligenes

souche 2d.

La différence entre ce mécanisme et celui de la figure 97 vient du fait que la chaîne hydro-

carbonée ne subit aucune oxydation. Le noyau aromatique est oxydé en cis-diol après élimination

du groupement sulfonale. Alcaligenes souche 2d assimile ensuite le butyraldéhyde et le pyruvate

formé après méta-clivage du cycle.

Cain & Farr (1968) proposent un mécanisme de biodégradation de l'acide benzène sulfoni-
que et toluène sulfonique par Pseudomonas aeruginosa identique au mécanisme de la figure 98 avec
Alcaligenes souche 2d. lls supposent qu'il y a libération d'acide sulfonique HzSOg dans le milieu de

culture. Endo ef al. (19771 étudient la dégradation de I'acide benzène sulfonique et admettent le

même mécanisme. Par contre, Focht & Will iams (1970) ont proposé un mécanisme de

dégradation de I'acide paratoluène sulfonique avec Pseudomonas légèrement différent des
précédents dans le sens que I'hydroxylation du noyau aromatique est achevée avant l'élimination du
substituant sulfonate (Figure 99).

Fioure 99 : Mécanisme de dégradation du paratoluène sulfonate par Pseu&monas.

Ce mécanisme semble montrer que I'hydroxylatlon du cycle aromatlque est indépendante de

la désulfonatlon qui se caractérise dans ce mécanlsme par la productlon d'aclde sulfurique.

Peu d'hydrocarbures aromatiques polycycliques sulfonates substitués ont été étudiés. Brilon

at ar. (1981a) ont montré que la souche Pseudomonas sp, A3 est capable de croltre avec l'acide 1'
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naphtalène sulfonate, tandis que la souche Pseudomonas sp. C22 utilise comme source de carbone

f'acide 2-naphtalène sulfonate. lls ont proposé le mécanisme suivant (Brilon et al., 1981b) (Fi-

gure 100) :

æ '
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Figure 100 : Mécanisme de dégradation de I'acide 1-naphtalène sulfonate par Pseudomo-

nas sp. A3 et de I'acide 2-naphtalène sulfonate par Pseudomonas sp. C22.

Comme I'ont observé Cain & Farr (1968), Bird & Cain (1974) et Endo et al. (1977), la

dihydroxylation des naphtalènes sulfonates s'effectue sur le carbone substitué avec le groupement

sulfonate et un des carbones voisins. L'hydroxylation aboutit de la même façon à l'élimination du
groupement - SOgH. La dégradation se poursuit ensuite par I'ouverture successive des deux cycles

aromatiques jusqu'à I'assimilation totale (cf. 2.3.3.4.).

Le mécanisme de dégradation d'un acide carbazole sulfonique dépendra donc certainement de

la position du substituant dans la molécule, puisque la dihydroxylation semble se faire, la plupart

du temps, sur le carbone substitué et sur un de ses plus proches voisins (Figure 101).
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Figure 101 : Mécanisme théorique de dégradation de I'acide 3-caÈazole monosulfonique.

Dans le cas de I'acide 3-carbazole sulfonique, le mécanisme théorique de dégradation est

identique après élimination du groupement sulfonate à celui présenté dans le chapitre 2.3.4.

Si la monosulfonation du carbazole conduit à la formation de 2-carbazole sulfonate, le méca-

nisme correspondra probablement à celui de la figure 102 :
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Flgure 102 : Mécanisme de dégradation de I'acide 2-carbazole sulfonique.
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Le mécanisme de la figure 102 est semblable à celui de la figure 63 et du chapitre 2.3.4.,

et peut mener similairement à la formation d'isatine

t@",,ci]
et donc de précurseurs de I'indole.

Dans le cas d'un acide carbazole di, tri ou tétra sulfonique, il est probable que la dégradation

débutera par l'élimination d'un des substituants - SOgH avec hydroxylation en diol et se poursui-

vra par l'ouverture du cycle au niveau de ce diol. De ce fait, si tel est le cas, il faut s'attendre à

obtenir des métabolites sulfonés.

En définitive, il faut donc absolument que le carbazole soit monosulfoné, puisque le groupe-

ment - SOgH oriente la dégradation de I'hydrocarbure (la dégradation débutant par l'élimination

de ce groupement et par la dihydroxylation du cycle). Les produits de dégradation du carbazole ne

sont alors plus sulfonés et correspondent pour certains à des précurseurs de I'indole.

ll faut donc choisir les conditions optimales pour aboutir à la formation de I'acide carbazole

monosulfonique.

La solubilisation du carbazole par traitement chimique permet de ne plus utiliser de ten-

sioactifs de synthèse et de ne plus sélectionner un microorganisme produisant le tensioactif capa'

ble de solubiliser !e carbazole. Le traitement chimique met donc fin aux problèmes que I'utilisa-

tion d'un tensioactif peut poser (ct. 2.7.1. et 2.7.2.).

2.8. TECHNIOUES ANALYTIOUES DE DETECTION DES METABOLITES DE DEGRADATION

ET DE SUIVI DE BIODEGRADATION

L'étude de la biodégradation d'une source de carbone ne peut être complète qu'une fois le mé-

canisme de la biotransformation mis en évidence. Ceci est important car ce type d'études doit per'

mettre de montrer que la molécule étudiée est partiellement ou totalement biodégradable avec les

microorganlsmes testés. Ceci doit permettre de mettre en évidence la présence ou I'absence de

métabolites de dégradation toxiques.

Ce chapitre se propose de présenter les différentes techniques utilisées pour analyser :

les hydrocarbures utilisés comme source de caôone par les microorganismes et dont la

caractéristique majeure est d'être généralement apolaire ou falblement polaire,

les produits de dégradation qui, contrairement aux hydrocarbures, sont généralement

polaires.

1 .

2.
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Le fait que les techniques d'analyses demandent des préparations et des précautions ditféren-
tes suivant les caractéristiques de polarité ou de non polarité des molécules étudiées implique une
présentation séparée des techniques analytiques des hydrocarbures et des produits de dégradation.

Ce chapitre se présente donc en deux parties et insiste sur les différentes techniques de sé-
parations des molécules et d'analyses des molécules purifiées.

2.8.1 . TECI.{NIOU ES D'ANALYSES DES HYDROCARBU RES

Les hydrocarbures sont généralement constitués d'un mélange de molécules. ll faut donc
connaÎtre la composition de ces mélanges afin d'essayer de purifier la molécule qui sera utilisée
comme source de carbone.

Pour identifier avec une bonne efficacité, les métabolites de dégradation d'un hydrocarbure,
il vaut mieux travailler avec la source de carbone la plus pure possible. D'autre part, suivre la
disparition de différents hydrocarbures utilisés comme source de carbone par une bactérie peut
permettre d'identifier les structures hydrocarbonées qui sont ou ne sont pas assimilables par le
microorganisme, et connaître ainsi les capacités enzymatiques de celui-ci.

C'est pourquoi sont étudiées successivement dans ce chapitre, les techniques de détermina-
tion de la composition des hydrocarbures, et les techniques de suivi de leur biodégradation.

2.8.1.1. Détermination de la composition des hydrocarbures

Que cela soit pour étudier un mélange complexe de plusieurs hydrocarbures ou bien pour
définir la pureté d'un hydrocarbure, les techniques les plus utilisées sont :

. la chromatographie sur papier et sur couche mince

. la chromatographie liquide

. la chromatographie HPLC

. la chromatographie en phase gazeuse et la spectrométrie de masse.

2.8.1.1.1. La chromatographie sur papier et sur couche mince

Ces deux techniques chromatographiques ne sont plus guère utllisées de nos jours puisqu'
elles ne permettent pas, sauf à I'aide de témoins, d'identifier les molécules. Quelques exemples
sont présentés dans le tableau 4 :
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Tableau 4 : Exemples de supports et de solvants de migration pour la chromatographie sur

papier et sur couche mince (- non rapportée).

Ces deux techniques utilisées pour séparer les différents composants d'un mélange sont gé-

néralement couplées à la technique de spectrofluorimétrie. Chaque composé est repris séparément

par un solvant puis caractérisé et quantifié par spectrofluorescence.

Bender et al. (1964) étudient ainsi le carbazole et ses dérivés et Sawicki et al. (1964) les

hydrocarbures aromatiques polycycliques.

2.8.1.1.2. La chromatographie l iquide

La chromatographie liquide, comme la chromatographie sur papier ou sur couche mince, est

utilisée pour séparer ditférentes fractions de mélanges complexes d'hydrocarbures, mais ne per-

met pas I'identification des fractions. Cette technique est donc généralement couplée à une techni-

que d'ldentificatlon (Tableau 5).

Auteurs
Type de

chromalooraohie
Hydrocarbures Support

Solvants

miorateurs (.c)

T

{h)

Matsushita et
al., 1963

chromatographie
sur papier

polycycliques gel de
silice
Woelm

n-hexane
O-dichloro-

benzène, pyri-
dine (10;1;0,5)
27% humidité

relative

29 1

Badger et al.,
1963

chromatographie
sur papier

polycycliques cellulose
acétylée
Whatman

méthanol-
éther - eau

(4,4,1)
toluène-éthanol-
eau (4-17-1)

Randerath,
1971

chromatographie
sur couche mince

aromatiques
et

hétérocycliques

cellulose
MN 3OO

et
Alumine G

DMF-EAU
(1,1) pour la

cellulose
pentane-éther
(19,1) pour

I'alumine
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Tableau 5 : Techniques de chromatographie liquide couplées à différentes techniques d'ana-

lyses.

2.8.1.1.3. La chromatographie HPLC

Le système HPLC peut être utilisé pour quantifier les hydrocarbures et les identifier avec

I'aide d'étalons (Tableau 6).

Tableau 6 : Analyses d'HAP par HPLC.

Auteurs Appareil
Support de

la colonne

Liquide

vecteur
Détecteur Hydrocarbures

Wijayaratne
& Means
1 984

^/aters M
In jecteur
Rheodyne

7125

-4t C-18 Seppak
cartridge
(Waters)

Acétonitri le
KIHPO+ 0,05M

pH = 5,10

- UV (254 nm)
Waters 440

- spectrofluori-
màtre Perkin-
Elmer 650-10S

Hydrocarbures
Aromatiques
polycycliques

d'ung eau
dtesfiraire

Dennis et
al. ,  1984

Injecteur
Rheodyne à
volume fixe

Waters

précolonne
spherisorb
ODS5pm+
colonne Vyda<

ODS 5 pm

gradient
l inéa i re

Acétronitrl le
trlu

Perkin-Elmer
3000 spectro
fluorlmètre
Perkin-Elmer
1000 M spsctro
fluorimètre

Hydrocarbures
Aromatiques
polycycliques

dans de la viande
de porc grillée

Auteurs
Mélanges

d'hvdrocarbures
Support

Solvants de

miora l ion

Techniques

d'identif ication

Radke et al.,
1  984

pétrole Alumina
rÂfoelm B-Super'1
(50 à 200 pm)

n-hexane
el

dichloromé-
thane

Chromatographie en
phase gazeuse couplée

à la spectrométrie
de masse

Schmitter &
Arpino, 1985

azaarènes système en
phase reverse

méthanol -
eau

- spectrométrie de masse
.UV
- fhrorescenee

Ciccioli et al.,
1  986

échantillons
atmosphériques

(émissions indus-
trielles de PAH)

Alumina Woelm
(70 à 150 mesh)

n-hexane
dichloro-
méthane

acétoni t r i le,
acétoni t r i le-

méthanol  (3-1

. HPLC
- chromatographie en

phase gazeuse couplée
à la spectrométrie

de masse
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La chromatographie HPLC peut donner, d'un point de vue quantitatif, d'aussi bons résultats
que fa chromatographie en phase gazeuse (Dennis et a1.,1984) mais, lors de l'étude de mélanges

très complexes (pétrole, essence, huiles...), la chromatographie HPLC est plutôt utilisée comme

technique de fractionnemsnt, chaque fractlon étant ensuite analysée par chromatographie en phase

gazeuse et par spectrométrie de masse (Lichtenthater & Oreld, 1983 ;Stray eta1.,1984;Tong &

Karasek, 1984).

2.8.1.1.4. La chromatographie en phase gazeuse et la spectrométrie de masse

La chromatographie en phase gazeuse est la technique la plus utilisée pour la séparation et la
quantification des hydrocarbures, et ceci pour deux raisons :

. les phases des colonnes chromatographiques présentent une excellente affinité avec

les composés apolaires comme les hydrocarbures,

. l'identification des molécules par couplage avec un spectromètre de masse est une

technique tout à fait au point et qui donne d'excellents résultats.

Le tableau ci-après présente une liste non exhaustive des auteurs utilisant cette technique

chromatographique pour doser les hydrocarbures (Tableau 7).

2.8.1.2. Techniques de suivi de la biodégradation des hydrocarbures

La spectrophotométrie UV et la chromatographie en phase gazeuse sont les deux techniques
qui permettent de suivre la biodégradation des hydrocarbures. Ces techniques d'analyse peuvent

permettre de définir la cinétique de disparition d'une source de carbone, la cinétique d'apparition

de métabolites, ou bien de définir les hydrocarbures d'un mélange complexe qui sont utilisés com-

me source de carbne par le microorganisme étudié.

1.8.1.2.1. La chromatographie en phase gazeuse

Si de nombreuses bactéries sont capables de croltre dans des mélanges très complexes

d'hydrocarbures, comme le pétrole brut, il n'est pas facile de connaltre leur spécificité et de dé-

finlr quelle fraction (aromatique, saturée...) les microorganismes étudlés sont capables d'utiliser

@mme sour@ de carbone.

La chromatographie en phase gazeuse permet de répondre à cette questlon.

L'utilisation de pétrole brut par Micrococcus sp. (Jobson et al., 19721 (Figure 103) et par

des populations mixtes (Jobson et al., 1972; Walker et al., 1975 ; Donaldson, 1984) a été

étudiée en fonction de l'âge des cultures par chromatographie en phase gazeuse.
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De la même façon, la dégradation de I'heptadécane et de l'hexadécane par quatre souches de

Mycobacterlum tortuitum et une souche de Mycobacterlum trlviale a été quantifiée.

Tableau 7: Appareillage d'analyses des hydrocarbures aromatiques polycycliques par

chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse.

Auteurs Colonne Gaz vecteurnjecteur
Program-
mation en

o (oc)
DétecteurHydrocarbures

Derenbact
1985

CPG Fracto
vap 2900
colonne

capillaire
à0,4o/"
SE52

(25 m de
bng

0,3 mm g
iniernel

He 1 ,5à2
mUmn

Splitl ess
30

seærdes
à

400c

isotherme
à 40"c

pdt 2 mn
40-50"c
1OoO/mn
50-220"C

4'Clmn

spectromètre
de masse
5992 A

(Hewlett-
Packard)

hydrocarbures
volatiles

d'échantillons
d'eaux de sur-
face de la mer

Baltique

Matsumot(
&
Kashimoto
1985

HP 57104
colonne

capillaire
SE 54

(25 m de
long

0,31 mms
interne)

He lmUmn Splitl ess isotherme
à 150"C
pdt 2 mn
150"C -
300"c à
4oClmn

isotherme
à 300"c
odt 8 mn

spectromètre
de masse
JOELJMA
DX - 300

HAP d'échan-
tillons d'air

ambiant

Low et al.
1986

colonne de
silice BP-1

(25 m de
long

0,32 mm s
interne)

He lmUmn Splitl ess lsotherme
à 100"C
pdt 2 mn
100"c -
300"c à
6"C/mn

Finnigan
Quadrupole

Modèle 3200
Chromato-
graphie en

phase gazeus
couplée à

spectromètre
rh maqqe

HAP d'échan-
tillons de

poussière de
charbon

Sporstol
et al.
198it

colonne
capillaire
silice DBS
(30 m de

long
0,256mmo

interne)

He 4Ocm/sec
à 60"c

Splltl ess lsotherme
600c

pdt 1 mn
600c -
300.c

à 4oClmn
300"C pdt

15 mn

Finnigan
4021

Quadrupole
spectromètre

de masse

HAP d'échan-
tillons

de sédiment
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La chromatographie permet de montrer que Micrococcus sp. utilise la fraction saturée du
pétrole brut et que la dégradation est pratiquement achevée au bout de sept jours.

2.8.1.2.2. La spectrophotométrie

Si cette technique est plus pratique que la chromalographie en phase gazeuse, elle est aussi

d'une utilisation plus restreinte :

. il faut évidemment que la source de carbone adsoôe en UV

. il est impossible de suivre, dans la même expérience, le métabolisme complet de dé-
gradation d'une source de carbone complexe. En effet, la production dans le milieu de culture de
plusieurs métabolites, dont les spectres d'absorption peuvent se superposer, ne permet pas

l'identification des métabolites et l'établissement de leur cinétique d'apparition ou de dispari-

t i on .

La spectrophotométrie UV est utilisée pour mettre en évidence des activités enzymatiques et

établir des séquences de dégradation (Kiyohara & Nagao, 1977) (Figure 104).

Le suivi en UV de la dégradation du 1-hydroxy 2-naphtoate par I'extrait enzymatique de la

bactérie Aeromonas sp. a permis de reconstituer une séquence de la dégradation du phénanthrène

par cette bactérie (Figure 110).

Figure 105 : Séquence de dégradation du phénanthrène par Aeromonas sp., reconstituée

par un suivi en spectrophotométrie UV. Les produits entre parenthèses

n'ont pas été identifiés.

2.8.2. TECHNIOUES D'ANALYSES DES METABOUTES

Les métabolites de dégradation des hydrocarbures conservent une structure hydrocarbonée

spécifique aux hydrocarbures malgré les réactions enzymatiques qu'ils subissent. De ce fait, les

techniques d'analyses des hydrocarbures sont aussi applicables à leurs métabolites et correspon-

dent comme précédemment à :

. la chromatographie sur papier et sur couche mince

. la chromatographie liquide

. la chromatographie HPLC

. la chromatographie en phase gazeuse et la spectrométrie de masse.

Cependant, leur polarité nécessite de prendre des précautions que ne demandait pas I'analyse

des hydrocarbures et de modifier les protocoles de préparation des échantillons à analyser.

ôiii,....-, [,.,f":i .],* [.^,'wJrH ô,.cooxv Jj *|]t.\,, 
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Figure 103 : Evolution de la fraction saturée du pétrole brut comme source de carbone de
Micrococcus sp. à 30oC.
A : lnitiale ; B : après 2 jours d'incubation ; C : après 5 jours d'incuba-
t ion ;  D:  après  7  joursd ' incubat ion ;  E :  après  14  joursd ' incubat ion ;  F :
après 21 iours d'incubation.
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Changement de spectre durant la dégradation du 1-hydroxy 2-naphtoats par
un extrait enzymatique de la bactérie Aeromonas sp. S4591 (Klyohara &
Nagao, 19771.
A :-spectre du l-hydroxy 2-naphtoate ; H : spectre du 2-carboxy benzal-
déhyàe ; B-C-D-E-F-G : spectres correspondant a-ux prodults de dégradation
du 

- 
l-hydroxy 2-naphtoate apràs les incubatlons de 0,2-3-5-8-11-30

mn dans un extrait enzymatique de la bactérie Aeromonas sp.
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2.8.2.1. La chromatogtaphie sur papier et sur couche mince

Gomme pour les hydrocarbures, ces deux techniques chromatographiques ne sont ptus guère

utilisées de nos jours puisqu'elles ne permettent pas, sauf avec I'aide d'étalons, d'identifier les

molécules.

Quelques exemples sont présentés dans le tableau 8.

Ces deux techniques, utilisées pour séparer les différents composants d'un mélange, sonl
généralement couplées à d'autres techniques d'analyses spécifiques aux corps purs.

Par æntre, les chromatographies sur papier et sur couche mince permettent de caractéri-

ser les différentes fonctions qui constituent les molécules étudiées (Tableau 9).

2.8.2.2. La chromatographie HPLC

La chromatographie HPLC peut être utilisée pour quantifier la production de métabolites de

dégradation d'hydrocarbures (Cerniglia, 1984a) à la condition slne qua non de posséder les éta-

lons dans un but d'identificatbn (Maloney et a/., 1986).

La chromatographie HPLC permet de séparer, dans un but de purification, les métabolites de

I'hydrocarbure qui sert de source de carbone pour les microorganismes (Cerniglia & Yang,

1984) ou bien les métabolites entre eux, afln de les analyser (cf.2.8.3.) (Wu & Wong, 1981 ;
Latorre et al., 1984 ;Nesnow et al., 1984 ;Cerniglia et a1.,1984b ;Zeyer et al., 1985).

La chromatographie HPLC permet aussi de suivre des réactions enzymatiques d'apparition

ou de disparition de métabolites (Durham , 1984).

Le tableau 10, ci-après, donne quelques exemples de métabolites étudiés par HPLC.

Le liquide vecteur est souvent constitué d'un mélange eau-méthanol avec un gradient de

concentration, afin de travailler en fonction des variations de solubilité et d'obtenir une meilleure

séparation. Le détecteur UV est réglé à 254 nm afin de repérer les métabolites aromatiques, et les
colonnes universelles Ctg sont les plus utilisées.

Dans l'étude des métabolites de biodégradation, la technique HPLC est préférable à la chro-

matographie liquide car celle-ci permet une meilleure séparatlon des très nombreux composés
qui peuvent être rencontrés dans des milieux de cultures (source de carbone, métabolites, tensio-

actifs, molécules dues à la lyse cellulaire).

2.8.2.3. La chromatographle en phase gazeuse

La chromatographle en phase gazeuse, comme la chromatographle HPLC, peut être utilisée

pour quantifier la production des métabolites de dégradatlon d'hydrocarbures à la condition sine

qua non de posséder les étalons dans un but d'identificatlon.
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Tableau 8 : Exemples de supports et de solvants de migration pour la chromatographie sur

papier et sur couche mince pour l'étude de la dégradation de certains hydrocar-

bures.

Auteurs
Type de

chromafonranhie

Métabolisme

étudié
Support

Solvants

miqrateurs

Evans et al.,
1  965

sur papier phénanthrèneWhatman N'54 formate de sodium (5%)
-acide formique (200/11

1-butanol-eau-ammo-
niaque (2UA1)

éthanol-ammoniaque-
eau (1611131

benzène-acide acétique-
eau n25l72l3l

Nakajima
et al.,
1974 ,1985a
et 1985b

sur couche mince lsoprenoides gel de silice
nltrate d'argent

benzène-acétone (201 1)

Tadasa&
Kayahara,
1  983

sur æuche mince
sil ice BP-1

(25 m de
long

0,32 mm s
in te rne)

Eugenol benzène-dioxane-acide
acétique (90125141

benzène-méthyléthyl-
cétone-acide formique

(80 /1  8 /2 )

Davies &
Evans, 1964

sur papier naphtalène Whatman No54 éthanol-ammoniaque-
eau (16 /1 /3 )

formate de sodium-acide
formique (200/1)

2-propanol-eau-ammo-
niaque (2012111

1 -bu tano l -é thano l -
ammoniaque (0.5N)

(7  t1  t2 l
1 -butanol-éthanol-eau

(7 t1 t2 l
Kiyohara
et al., 1976

sur couche mincephénanthrène KieselgelG éther de pétrole-
benzène-acétone-acide

acétlque (80120110141
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Mise en évidence de différentes fonctions par vaporisation de réactifs spéci-

fiques après migration des différents composés d'un mélange par chromato-

graphie sur papier ou sur couche mince.

Auteurs Fonctions Révélation
Couleurs des

Sools

Davies &
Evans,1964

Kiyohara
et a1.,1976

Evans ef a/.,
1965

phénol

acide carboxylique

fonctions carbonyles

aldéhyde

a-Oxo-acide
carboxylique

réactif de Folin-Ciocalteu
exposé aux vapeurs d'am-

moniaque et à chaud

réactif vert de bromocrésol
0,05% dans 90% d'éthanol

réactif 0,5% de 2,4-dini-
ïophénylhydrazine dans
méthanol avec chauffage

réactif O-dianisidine-
acide acétique saturé avec

chautfage

0-phénylènediamine
dans acide trichloroacétique

bleu

jaune

jaune à orange

brun

vert-jaunâtre
(sous UV)
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Tabteau 10: Utitisation de la technique HPLC pour étudier et séparer les métabolites de

dégradation.

Auteurs
Support de la

colonne
Détecteur

Uquide

vêclerrr

Molécules

étudiées
Wu & Wong,
1981

colonne octa-
décylsilane

(Altex-Berkeley)

UV (254 nm) gradient
eau-méthanol
(25-100o/o

cHpH)
D = 1 rïUmn

7-hydroxyméthyl
1z-méthyl benzan-

thracène &
12-hydroxyméthyl
7-méthylbenzan-

fhracène

Cerniglia &
Yang,
1 984

5-p Clgltrasphere
ODS column

(4,6 x 25 mm)
(Altex Scientific,

Berkeley)

UV (254 nm) gradient
eau-méthanol

(1 :1 )  à  (1e : l )
D= lmUmn

séparation des
métabolites de

I'anthracène et du
phénanthrène des
deux sources de

carbone
Zeyer et al.,
1985

RadialPAKqs
s 8 mm taille
particule 5 pm

(Waters Associates)

UV (254 nm) eau-méthanol
(30:70)

D = 2,5 mUmn

séparation des
métabolites des

sources de carbone
constituées de

composés substitués
de I'aniline

Nesnow elal.,
1984

Zoôax-ODS eau-méthanol
ou

eau-méthanol
tétrahydrofu-

rane (oradient)

séparation des
métabolites

d'hydrocaôures
aromatiques poly-

cvclioues
Anderson &
Purdy, 1979

p-Bondapak Crde
10 pm o particules
(Waters Associates)

fluorimètre
avec lampe de

mercure
excitation à
254 nm)

CH.COONa0,01M
-CH"CN (9:1)- 

(7:3)
CH.COONa0,0lM
-CH.OH (97:31

détermination de
structures
indoliques

Banwart
ef a/., 1985

colonne de 25 cm
Beclman Ctg

Ultrasphere ODS

2 détecteurs
UV en série
(254 nm et
280 nm)

mélange comple-
xe eau, aclde

acétique glacial,
méthanol, n-bu-

tanol, acétate
d'ammonium
(gradient)

séparation de
acides benzolques
benzaldéhydes
phénols
acides acétiques

, acides cinnamiques
, coumarines
, flavanones et
flavones

- indole
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Tableau 11 : Utilisation de la chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectromé-

trie de masse dans l'étude des métabolismes de biodégradation.

Auteurs Colonne
Conditions

ehromalonranhioues
Détecteur

Molécules

éilrliées

Blasig elal.,
1984

15% DEGS ou
3% Dexsil300

dans Chromosoô
WAW DMCS

(80-100 mesh)

Gaz vecteur N.
D=3Uh

F.l.D. ou
Spectroto-
mètre de
masse MS

902 s (AEt)

métabolites de
dfuradation des

n-alcanes
Ço - crr 'c' ,

Chen etal.,
1985

colonne de verre
(1  mx2mmal
remplie de phase

type OVl

Gaz vecteur N,
Température de la
colonne 170oC en

isotherme

Spectroto-
mètre de

masseJEOL
TMS - D1OO

métabolisme de
dégradation de la
Déhydrodivanil-

line
cto oo

ràA
c"p'l-]fættj

Rontani ef a/.,
1985

colonne de verre
remplie avec la

phase OVI
(50mx0.3mm)

Helium-gaz vecteur
(0.e bar)

)o détecteur :290oC
;o injecteur :300'C
0o four : 110"C à
290oC {3oC/mn}

F.l.D. ou
spectromètre

de masse
RIBERMAG

R-10-10-C

métabolisme de
dégradation de
I'anthracène

Rontani ef a/.,
1985a

colonne de
50 mx 0.3 mm s

gaz vecteur He
)o détecteur :290oc
f injecteur :300"C
0o four : 110"C à

29OoC l3oC/mnl

F.l.D. ou
spectromètre

de masse
RIBERMAG

R-l0-10-C

métabolisme de
dfuradation des
Alkylbenzènes

substitués

Nakajima
et a1.,1985

colonne de verre
remplie

gaz vecteur He
(0.5 kg/cm2)

go four : 120 à
200"c

spectromètre
de masseJEOL

ModelJMS
(cPG - SM)

métabolisme
d'oxydation du

phytane, norpris
-tane et farne-
sane (alcane -

isooràne)
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La chromatographie en phase gazeuse, si elle permet la séparation des différents composés

d'un mélange (Korhonen, 1986a, 1986b), ne permet pas, à I'instar de la chromatographie HPLC,

la récupération des composés en vue de leur purification.

Par contre, le couplage avec la spectrométrie de masse permettant I'identification des pro-

duits de dégradation est une technique largement utilisée et beaucoup plus pratique qu'avec une

chromatographie HPLC (Tableau 12).

La chromatographie en phase gazeuse est une technique très fine qui permet de mesurer des
quantités de I'ordre du picogramme, avec un détecteur à capture d'électrons, de composés aminés

et hydroxylés (Ehrsson et al., 1971 i walle & Ehrsson, 1970).

Son couplage à la spectrométrie de masse fait que cette technique s'impose souvent lors de

I'identification ou la détection de produits en lrès faibles quantités (quelques nanogrammes) pré-

sents dans des mélanges complexes (David ef a/., 1986).

Le spectre de masse de la molécule, obtenu par bombardement électronique, est caractéris-

tique de la molécule, I'identification de I'ion moléculaire étant obtenue par ionisation chimique en
présence d'ammoniaque (David et al., 1986), de méthanol ou de vapeur d'eau (Hawthorne & Mil-

le r ,  1986) .

Cependant, la chromatographie en phase gazeuse nécessite de prendre certaines précautions.

En effet, les composés carboxyles, hydroxyles et aminés ont généralement peu d'affinité avec les

colonnes chromatographiques usuelles (OV - 1, SE - 30, ...).Ces composés seront, soit fixés sur

la colonne qui sera alors détériorée et perdra de son efficacité, soit difficiles à quantifier du fait

de leur mauvaise résolution chromatographique (les pics étant alors très élalés).

D'autres composés peuvent être détruits dans I'injecteur qui est toujours à haute tempéra-

ture (250 à 300'C). ll est alors souvent nécessaire, en chromatographie en phase gazeuse, de
protéger les molécules étudiées en les dérivant.

Les techniques de dérivation sont très nombreuses et nécessitent I'utilisation d'un cataly-

seur avec I'agent dérivant. Les plus utilisées sont les techniques d'acylation et d'acétylation (Wal-

fe & Ehrsson, 1970 ; Kawahara et al., 1982), de méthylation (Ogawa et a1.,1986 ; Herrmann ef

a/., 1986 ; Nichols et al., 1986) et de silylation (Brooks et al., 1984 ; Colberg & Young, 1985 ;
Massé et a1.,1985 ;Tulloch, 1985 ; Masunaga et a1.,1986 ; Tsaconas et al., 1986).

2.8.3. TECHNIOUES D'ANALYSES DES PRODUITS DE DEGRADATION PURIFIES

Après avoir optimisé les techniques de séparation par chromatographle sur papier, sur
couche mince, liquide et HPLC, il est nécessaire pour identifier les molécules purifiées de mettre

en oeuvre différentes technlques d'analyses :
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. Spectroohotométrie dans I'ultraviolet

La spectrométrie dans l'ultraviolet permet de caractériser les molécules étudiées (présence

ou absence de cycle aromatique...) par comparaison avec une banque de données ou avec des étalons

(Nesnow et al . ,  1984 ;Cernigl ia et  a l . ,  1984, 1984b, 1984c; Durham & Perry,  1978 ;Cook et

al . ,  1983).

Cette technique permet aussi de quantifier en comparant avec un étalon la production de mé-

tabof ites (Szewzyk et al., 1985).

Quant à l'ouverture du cycle aromatique de certains composés clmme le 2,3-dihydroxy-

paratoluate, elle peut être mise en évidence en ultraviolet par ajout de cation ammonium (Rib-

bons & Senior, 1970) (Figure 106).

cooI

A"o* 
'\ 

,to' a*n,..
I l l  rr , cooH
\ôo, lyo

ÇH, ct i ,

/\,,cooH

\,r
I
C H r

Figure 106 : Caractérisation de I'ouverture du cycle aromatique du 2,3-dihydroxytoluate

par réaction avec le cation ammonium pour former le 6-méthylpicolinate.

Le 6-méthylpicolinate peut alors être identifié en UV car il possède un maximum d'absorp-

tion à 272 nm. Ce pic d'absorption permet de montrer une séquence de la biodégradation du 2,3-

dihydroxytoluate.

. Soectrophotométrie dans I'infrarouoe

La spectrophotométrie dans I'infrarouge permet de caractériser les molécules étudiées, de

définir le type de chaîne hydrocarbonée (aromatique ou non) et le type de substituant (Davies &

Evans, 1964 ; Yamada et al., 1985 ;Nakajima et al., 1985a et 1985b). La spectrophotométrie

dans l'infrarouge pgrmet aussi d'identifier certaines molécules par comparaison avec leur étalon
(Nakajima et al., 1974 ; Kiyohara et al., 1976 ; lzumori et al., 1984).

. ngsonance magnétiq

La technique de la résonance magnétique nucléaire du Prolon est la plus utilisée pour carac-

tériser les molécules étudiées et définlr les substituants et leur posltlon (Nakailma et al.,

1974 i Ribbons & Eaton, 1982 ;Tadasa & Kayahara, 1983 ;Umezawa eta1.,1983;Auret elal.,

1984 ;Sugai & Mori, 1984 ; Nakajima et al., 1985 ;Sariaslani & Rosazza, 1985). C'est

d'allleurs par cette technlque que peuvent être ditférenclés les cls-dlhydroxy dihydrodiols des
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transdihydroxy dihydrodiols (Jerina et al., 1974 ; Akhtar et al., 1975 ; Gibson et al., 1975 ;
Nesnow et al., 1984).

La RMN-1H n'est pas la seule technique utilisée. En effet, la RMN de I'isotope de I'azote 15N

peut être utilisée pour suivre et valider un mécanisme d'assimilation de l'azote par les bactéries

(Baxter, 1985a) et la RMN de I'isotope du phosphore 31P pour étudier I'ATP, tes sucres mono-

phosphatés ou encore le phospho-3-glycérate (Baxter, 1985a). La RMN de I'isotope du carbone
13C peut être utilisée pour mettre en évidence certaines voies métaboliques chez tes bactéries.

C'est ainsi qu'il a été montré que !'oxytétracycline était un produit d'une réaction

enzymatique de polymérisation de I'acide malonique (Baxter, 1985b).

Spectrometrie Oe ma

La molécule purifiée peut ôtre analysée par spectrométrie de masse. ll s'agit d'une intro-

duction directe dans le spectromètre qui évite ainsi de dériver la molécule pour assurer son
passage dans le chromatographe en phase gazeuse. Cette technique peut permettre d'établir la

structure de la molécule, mais aussi de définir son poids moléculaire (Cerniglia et al., 1984a;

Cerniglia et al., 1984b ; Cerniglia et al., 1984c ; Gibson et al., 1975 ; Sariaslani & Rosazza,

1985 ; Maloney et al., 1986).

2.8.4. TECHNIQUES DANALYSES ENZV\,IATIOUES

Dans le cas où une bactérie est capable de dégrader totalement un substrat carboné, I'analyse

enzymatique correspond à la technique qui permet de reconstituer de façon complète un mécanisme

de biodégradation. En effet, cette technique ne tient pas compte de la production des métabolites qui

ont une durée de vie plus ou moins longue, mais considère la richesse enzymatique de la cellule.

La technique consiste à mettre en évidence les différentes activités enzymatiques mises en
jeu lors de la biodégradation d'une source de carbone dans un extrait obtenu après broyage des

cellules du mlcroorganisme choisi et adapté à cette source de carbone puis éllmination des débris
par centrifugation (Evans et a1.,1965 ; Davies & Evans, 1964 ;Feist & Hegeman, 1969).

Après avoir établi le mécanisme le plus probable de la biodégradation de la source de carbo-

ne, il faut acquérir ou synthétiser les différentes molécules correspondant aux différentes étapes

du schéma théorique de blodégradation (Ribbons & Senlor, 1970 ; Bayly & Wigmore, 1973 ;

Eaton & Ribbons, 1982).

ll 'sutfit" ensuite de suivre la disparition des ditférentes molécules en les ajoutant à I'ex-

trait enzymatique obtenu précédemment.
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Toutes les techniques analytiques présentées dans les précédents chapitres peuvent être

alors utilisées pour suivre les cinétiques de disparition ; cependant la spectrophotométrie dans

f'uftraviolet reste la plus usitée (Latone et al., 1984 ; Durham et al., 1984).

Si I'une des molécules ne subit pas de transformation enzymatique, cela signifie que le mé-

canisme théorique proposé est faux ; il faut alors essayer d'en prévoir un deuxième puis peut-

êtref un troisième jusqu'à ce que toutes les molécules du mécanisme théorique de biodégradation

soient enzymatiquement transformées.

Ensuite, pour confirmer les étapes du mécanisme de biodégradation qui a été retenu, il est

nécessaire de comparer les résultats (cinétigues, produits formés...) obtenus avec I'extrait enzy-

matique, en effectuant des réactions étalons entre les molécules considérées comme étant les pro-

duits de la biodégradation étudiée et les enzymes obtenues commercialement dont les propriétés

correspondent aux mécanismes de transformations attendus (Hammond et a1.,1986 ; Wotford et

al . ,  1986).

ll s'agit actuellement de la seule technique permettant d'établir avec certitude un mécanisme

de biodégradation. Cependant, les analyses enzymatiques peuvent être très longues à être mises en

oeuvre et très cptteuses (importantes recherches bibliographiques, nombreuses synthèses orga-

niques, achat d'enzymes...).

C'est pourquoi, actuellement, les analyses se portent sur les produits de dégradation extra-

cellulaires qui peuvent être identifiés à I'aide des méthodes analytiques présentées dans les chapi-

tres précédents après élimination des bactérles par centrifugation et extractlon des produits de

dégradation avec un solvant organique (généralement I'acétate d'éthyle) (Massé et a1.,1985 ; Ma-

sunaga et al., 1986).

Cependant, ces analyses ne permettent généralement pas de reconstituer un mécanisme com-

plet de biodégradation, puisque peu de produits de dégradation sont extracellulaires.

Seule I'analyse enzymatique permet de construire le schéma complet d'un métabolisme.
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3. MATERIELS et METHODES
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3.1. POPULATIONS BACTERIENNES

3.1 .1 . POPULATIONS AIJTOCHTONES

Deux sites d'échantillonnage ont été retenus pour sélectionner des microorganismes

autochtones capables d'utiliser comme source de carlcone le carbazole et I'acide carbazole sulfoni-

que:

. la station d'éPuration de METZ

. le site industriel de MARIENAU.

'Trois échantillons de boues activées ont été prélevés à la station d'épuration de METZ, le

24.11.1984, le 5.12.1984 et le 7.09.1985 codés respectivement BA1, BA2 et BA3.

Pour chaque échantillon, 100 ml de boues activées ont été agités au vortex pour dissocier
les flocs bactériens puis filtrés sous vide au travers d'un filtre de 5 pm (millipore SMWP

04700) afin de récupérer uniquement les bactéries libres.

L'échantil lon fi l tré de 100 ml est ensuite centrifugé à 1000 g pendant 15 minutes pour

concentrer les bactéries. Le surnageant est rejeté et le culot cellulaire est remis en suspension

avec 30 ml d'eau distillée stérile. La suspension lavée, ainsi obtenue, est utilisée au cours des

essais. Ces opérations sont absolument nécessaires pour pouvoir effectuer des tests sur le carba-

zole seul. ll faut donc préparer des extraits bactériens débarrassés de tout autre substrat carboné.

' Trois échantillons respectivement codés M1, M2 et M3 ont été prélevés sur le site indus-

triel de traitement des goudrons de MARIENAU (Moselle).

Les échantillons ont été prélevés à même le sol et placés dans des récipients stériles près

des chaînes de traitement des dlfférentes phases d'hydrocarbures :

. un échantillon sur le site de préparation des huiles anthracéniques (M1)

. un échantillon sur le site de préparation des huiles chrysènes (M2)

. un échantillon sur le site de préparation des brais (M3).

Toute bactérie adaptée à des structures aromatiques complexes peut être utilisée dans l'étu-

de de la blodégradation du carbazole.

Au laboratoire, après une mise en suspension des échantillons dans 100 ml d'eau distillée

stérile, ceux-cl sont traités de la même façon que ceux de la station d'épuration de METZ.

3.12. SOUCHES PURES

La souche pure Proteus vulgaris provenant de l'lnstitut Pasteur a été choisie dans cette étu-

de pour sa capacité à produire de I'indole lors de la dégradatlon du tryptophane (Boulanger et al.,

1973). De plus, deux souches bactériennes Agroôacterlum el Corynebacterium isolées de l'échan-
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tiflon BA1, et une souche Pseudomonas isolée de l'échantillon BA3, ont aussi été utilisées en cul-

ture pure.

3.2. LE CARBAZOLE

Le carbazole utilisé est commercialisé par Merck (Article 820255). Son point de fusion est

compris entre 241 el2M"C et sa pureté est de 98%.

L'identification des molécules correspondant aux 2% d'impuretés a été accomplie par cou-

plage chromatographie en phase gazeuse - spectrométrie de masse.

Cette étude a été menée dans le service de spectrométrie de masse de I'Université de NANCY

30, rue Lionnois 54000 NANCY, avec un spectromètre de masse RIBERMAG R - 10 - 10C.

Les caractéristiques de la colonne capillaire SE - 30 du chromatographe en phase gazeuse

sont les suivantes :

. longueur = 25 m

. diamètre interne = 0,22 mm

. épaisseur de la phase = 0,20 Fffi.

Les conditions chromatographiques sont les suivantes :

. injecteur spitless = 250oC

. spectromètre de masse réglé en impact électronique = 70 eV

. four : température initiale 100'C pendant 1 minute

température finale 250"C

gradient de montée en température 10oO/minute.

Le chromatogramme obtenu est présenté sur la figure 107.

Chromatogramme de

la pyridine (Prolabo

l'étalon carbazole (Merck 820255) dlssous dans de

27.19s.2921.
Eiure-loZ :
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Le chromatogramme du carbazole (Merck 820255) a permls d'ldentifier huit impuretés

dans le carbazole (Figure 107) :

Pic 1 = Anthracène

Pic 2 = Phénanthrène

Pic 3 = Acridine ou S,G-benzoquinoline ou 7,8-benzoquinoline ou phénanthridine

Pic 4 = Carbazole

Pics 5 êt 6 = Méthyl-phénanthrène ou/et Méthyl-anthracène

Pic 7 = Méthylcarbazole

Pic I = Fluoranthène

Pic 9 = Pyrène.

Les spectres de masse des huit impuretés sont rassemblés dans l'annexe 1.

3.3. L'ACIDE CARBAZOLE MONOSULFONIQUE

L'acide carbazole monosulfonique utilisé comme source de carbone par les bactéries est syn-

thétisé à l'aide du protocole suivant :

10 grammes de carbazole (Merck 820255) sont mis en suspension dans 150 ml de nitro-

benzène (Merck 806770). La température du milieu est fixée entre 15 et 17"C avec un

bain réfrigérant. 4 millilitres d'acide chlorosulfonique (Prolabo 226972901 sont versés

doucement dans le mélange. Le temps de réaction est de trois heures.

L'excès d'acide chlorosulfonique est neutralisé avec NaHCOg (Prolabo 27778291. Cette

neutralisation aboutit à la production de NaCl, Na2SO3, H2O et CO2.

Après avoir filtré (Millipore AP2004700) la phase organique pour éliminer I'excès de

NaHCOg insoluble et le carbazole n'ayant pas réagi, le nitrobenzène est entralné à la vapeur

d'eau tandis que I'acide carbazole sulfonique se dissout dans l'eau.

La phase aqueuse obtenue est concentrée au rotavapor (60'C) puis lyophilisée pendant 48

heures (HETOSIC CD 52).

Deux techniques analytiques ont été utilisées pour I'identification du produit de synthèse :

1.Jg!!a-vlo!g!: le spsctre obtenu (Figure 108) a été accompll sur I'apparell KON-

TRON UVIKON 810 entre 200 et 400 nm (Cuve QS 4281/2x HELLMA) à la concentratlon de 2

mg/l dans de I'eau distillée.
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Figure 108 : Spectre UV du produit de sulfonation à la concentration de 2mgll dans de I'eau

distillée.

Le spectre U.V. du produit de synthèse possède des pics d'absorption similaires au spectre

du carbazole (220, 240, 262, 268 et 293 nm).

Le spectre U.V. du carbazole est semblable à celui du produit de sulfonation.

La structure aromatique du carbazole conserve donc son intégrité après la réaction de sulfo-

nation.

Z. L'anakse ércment : l'étude centésimale a été menée sur I'appareil

CARLO ERBA STRUMENTAZIONE, de la forme acide ou sel de sodium du produit de sulfonation.

Forme aclde
Cte Hg N SOg = 247

Valeurs théoriques
du carbazole

7" C - 86,23

7o N = 8,38
c/o H - 5,39

Valeurs théoriques de
l'acide carbazole mono-
sulfonique

o7o Ç = 58,3

7 " N -  5 , 6

o/o H = 3,64

Valeurs théoriques de
l'acide carbazole disul-
fonique

o/o C = 44,0

o/o N = 4,28

o/o H = 2,75

Valeurs observées

olo Q

o/o N

o/o H

56,03-57,24

5,06-4,49

3,85-3,99



Valeurs théoriques
du carbazole

o/o C = 86,23

7o N = g,3g

lo H = 5,39

Valeurs théoriques du
sel de sodium de I'acide
carbazole monosulfonique

7" C = 53,53

7o N = 5,20

o/o H = 2,97

Valeurs théoriques du
sel de sodium de l'acide
carbazolê disulfonique

% C = 3 8 , 8

7o N = 3,77

o/o H = 2,42
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Valeurs observées

o/o C = 54,27-53,10

7o N = 5,17'5,14

o/o H = 3,17-3,09

Forme sallne
Cte He N SOs Na = 269

Le polnt de fusion de la forme acide n'a pas été déterminé car la molécule hydrophyle devient

pâteuse à 100-120"C. Mais en ce qui concerne la forme saline, le point de fusion atteint 280-

300"C.

L'analyse centésimale de la forme acide ou sel de sodium montre que le produit de synthèse

correspond à I'acide carbazole monosulfonique, les valeurs observées étant assez proches des

valeurs théoriques (les variations entre les valeurs obtenues et les valeurs théoriques donnent

une idée de la pureté du produit).

Le rendement et la répétabilité de la réaction ont été établis après avoir accompli douze

réactions de sulfonation dans les mêmes conditions.

Le rendement est établi en calculant le rapport molaire :

*' =

Le calcul de rendement est donc établi en supposant que le carbazole et le produit de synthèse

sont puls. Le rendement moyen R1 de synthèse est de :

R , = 6 8 t 9 % .

Cette réaction de sulfonation du carbazole s'accomplit avec un rendement acceptable et per-

met d'obtenir I'acide carbazole monosulfonique. Aussi, le produit ainsi synthétisé est utilisé com-

me source de carbone dans fétude de la dégradation du carbazole par les bactérles.
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3.4. LES ACIDES CARBAZOLE POLYSULFONIQUES

Les acides carbazole polysulfoniques utilisés comme source de carbone par les bactéries sont

synthétisés à I'aide du protocole suivant :

0,03 moles de carbazole (Merck 820255) partiellement dissous dans 60 ml de

tétrachlorure de carbone CCla (Prolabo 22520290) réagissent avec 0,12 moles (10 ml)

d'acide chlorosulfonique HOSO2CI (Prolabo 22697290) versé goutte à goutte.

Le milieu est agité en continu avec un agitateur magnétique et la réaction s'accomplit dans un

ballon tricol. La durée de la réaction est d'une heure.

La réaction est stoppée par ajout d'eau distillée, I'acide chlorosulfonique étant alors dissocié

en acides chlorhydrique et sulfurique.

HOSO2CI +HrO e HCI +H2SO4.

De plus, I'acide carbazole chlorosulfonique formé est hydrolysé en acide carbazole

sulfonique qui se solubilise dans I'eau distillée.

Après avoir séparé la phase aqueuse et organique, elles sont filtrées sur 0,45 pm afin
d'éliminer le carbazole en suspenslon n'ayant pas réagi (filtre 0,45 pm Sartorius 11806

pour la phase aqueuse et filtre 0,45 pm Millipore HVLP04700 pour la phase organique).

l-a phase organique est concentrée à sec au rotavapor (50"C), le résidu sec est pesé.

La phase aqueuse est aussi concentrée à sec au rotavapor (50"C) afin d'éliminer les acides

(en particulier I'acide chlorhydrique formé).

Sont ensuite ajoutés 100 ml d'éther (Prolabo 23811292) atin d'éliminer le carbazole

résiduel.

L'éther est ensuite évaporé et le résidu est pesé.

Les deux résidus secs représentent le carbazole n'ayant pas réagi, soluble dans le

tétrachlorure de carbone et dans l'eau distillée.

Dans le produit de sulfonation formé sont ajoutés 3 g de chlorure de sodium (Prolabo

27800291 ) .
L'ensemble est repris dans de I'eau distillée puis lyophllisé avec le lyophilisateur HETOSIC

cD52.

Entre l'6chantillon et le lyophilisateur est placé un piège à potasse afin de neutraliser

l'aclde chlorhydrique formé (Figure 109).
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s0,1Na

@ror, ,  
*nacr---+f f i+ HCr

- i i H

N a O H + H C I - l f a C l + Ë r C

Figure 109: Réactions de formation du seld'acide sulfonique et de neutralisation de

l'acide chlorhydrique et sa neutrallsation.

L'acide carbazole sulfonique est donc lyophilisé pendant 48 heures sous sa forme saline ;
quant à l'acide chlorhydrique formé, il est neutralisé avant de pénétrer dans le lyophilisateur

HEIOSTC CD52.

Cinq techniques analytiques ont été utilisées pour l'identification du produit de synthèse :

I'ultraviolet, I'infrarouge, la résonance magnétique nucléaire protonique, la spectrométrie de

masse, f'anafyse élémentaire o/o0, o/oN, o/o|..{..

t.Jglgrylglg!: le spectre obtenu (Figure 110) a été accompli sur I'appareil KON-

TRON UVIKON 810 entre 200 et 400 nm (Cuve QS K281l2x HELLMA) à la concentration de 2

mg/l dans de I'eau distillée.

Le spectre U.V. du produit de synthèse possède des plcs d'absorption similaires à ceux du

spectre du carbazole. Le spectre du noyau carbazole est ainsi retrouvé. Le produit de synthèse

correspond donc à un dérivé du carbazole.

Z.-tjglglgÆ : le spectre infrarouge effectué sur BECKMAN ACCULAB 2, du produit

de sulfonation, de 4O0O à 200 cm'1 dans une pastitle de KBr, est représenté par la figure 111.
Le speare permet d'observer les :

. absorptions à 1030 et 1200 cm-1 caractéristlques des vibratlons des liaisons S;0
des groupements - SOgH

. absorptions à 1485 €t 1605 cm-l caractéristiques des vibrations des liaisons C = C

des cycles aromatiques.
. La large bande d'absorption (3600 cm-l à 2OOO cm'l) est due en grande partie

aux molécules d'eau plégées par le produit de sulfonatlon (prodult hautement hydro-
phlle). Cette bande d'absorptlon recouvre les vibratlons des llalsons C - H aroma-

tiques et à la liaison N - H du carbazole.
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4O0 nD

Figure 110 : Spectre U.V. du produit de sulfonation à la concentration de 2 mg/ldansde

l'eau distillée.
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Spectre l.R. du produit de sulfonation'

F igure112 :spec t reRMNduprodu i tdesu l fona t iondans leso lvan tDMSO'Lesp ics l
correspondent à des impuretés du solvant'

l -  - - -

i

I
I

fjgttrclt?: Spectre RMN du carbazole dans le solvant

respondent à des impuretés du solvant'

CD}CÏ} - DMSO. Les Pics I cor-
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3.Résonance magnétiq : le spectre RMN (Perkin-Elmer R12)

du produit de sulfonation a été accompli dans le solvant DMSO (Figure 112).

Ce spectre permet d'obseruer que le produit de sulfonation possède un haut degré de sulfona-

tion sur les cycles aromatiques (Figure 118). . ,

S. L'anaMse ercment : l'étude centésimale a été menée sur l'appareil

CARLO ERBA STRUMENTAZIONE avec la forme saline du produit de sulfonation. Les valeurs obser-

vées étaient de : o/oC = 17,90 et17,76;7oN = 1,71 et 1,67 io/oH = 2,93 et 3,15.

Ces résultats prouvent que le noyau carbazole est conservé (12 atomes de carbone pour 1

atome d'azote) ; par contre, ces résultats montrent que la molécule, au moment de l'analyse, était

fortement hydratée (25 atomes d'hydrogène alors qu'il ne peut y en avoir au plus que 9 si le pro-

duit de sulfonation n'est pas sous sa forme saline). La forte hydratation du produit montre son

hydrophilie et explique I'indétermination de son poids moléculaire.

L'ensemble de ces résultats montre que la réaction de sulfonation s'est bien effectuée, que la

structure aromatique du carbazole est conservée et que le degré de substitution (même s'il n'a pas

été déterminé) est élevé.

La composition du produit de sulfonation n'a pas été déterminé totalement. ll peut donc s'agir

d'un mélange de produits polysulfonés.

La cinétique de la réaction de sulfonation a été étudiée dans les mêmes cpnditions, mais avec

des quantités de réactifs et de solvant cinq fois molndres, aux temps différents suivants : t = 0,5 ;

1  ;2 :5  ;10  ;15  ;30  ;45  e t  60  mn de  réac t ion .

Les échantillons sont traités de la même façon, et la masse de carbazole n'ayant pas réagi est

mesurée par pesée. L'évaluation de la cinétique de la réaction a été étudiée en déterminant le

pourcentage d'acide carbazole sulfonique formé en calculant le rapport massique (masse de carba-

zole n'ayant pas réagi / masse de carbazole initiale), et ceci en fonction du temps.

Les résultats sont présentés sur la figure 114.

0 1 5 3S 45

TE} IPS DE REACTION ( I { INUTE)

Figure 1i4: Evolution du pourcentage de formatlon de l'acide caôazole sulfonique en

fonction du temPs de la réaction.

z
D
E
F
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la réaetien est aeheÉ au bout de 15 minutes avec un pourcentage

de formation du produit de sulfonation de 90%.

L'analyse mathématique montre que le pourcentage de formation du produit de sulfonation Y

évolue linéairement en fonction du temps X pendant les cinq premiàres minutes de la réaction sui-

vant l'équation :

Y = 11,90X + 4,727

I = 0,9992 significatif à 0,01% poul tt = 4.

a/ec
Y = o/o de produit sulfoné formé

soit Y = 100 - o'/c de carbazole n'ayant pas réagi

soir y= too -IgatEælæsldgelt
[carbazole initial]

so i r  y=@=tP l f / r c l i
[carbazole initial]

[Cl i = nombre de moles de carbazole utilisées dans la réaction

[Pl f = nombre de moles de produit formé durant la réaction

avec X = têffiPS de réaction en minutes.

Lemodè leY=âx+baétéaccep tépar le tes tduFdeSnedecor (F th=98 ,5 ;Fca lc=1351)e t
par le test du T de Student (Tth = 9,925 ; Tcalc = 36,75).

l P l  f  / [C l  i =  11 ,90  x  t (mn )  +4 ,727  Ê  [P l f  =  ( 11 ,90  x r+4 ,727 )  tC ]  i .

La réaction de sulfonation est, durant les cinq premières mlnutes, une réaction d'ordre 0 qui

ne dépend, dans l'expression de sa pente, que de la concentration initiale de carbazole.

Le rendement et la répétabilité de la réaction ont été calculés après 10 réactions de sulfona-

tion accomplles dans les mêmes conditions.
Le rendement moyen R2 de synthèse est de

Rz - 88 tïo/o.

La réactlon de sulfonatlon est, dans ces conditlons, très raplde et s'accomplit avec un très
bon rendement.
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3.5. LES TENSIOACTIFS

Deux tensioactifs sont utilisés pour augmenter la solubilité du carbazole dans l'eau. Les deux

tensioactifs (P94 et Pl03) sont deux copolymères d'oxyde d'éthylène et de propylène fournis par

ATOCHEM (M. BOURALY, Centre d'Application de Levallois 95, rue Danton 92300 LEVALLOIS-

PERRET) et conservés à 33'C pour les maintenir à l'état liquide.

Leurs propriétés sont d'une part de solubiliser les hydrocarbures dans I'eau el, d'autre part

d'éviter I'adsorption de particules sur les parois de verre des récipients.

Chaque tensioactif est ajouté dans les milieux de culture à raison de 0,25 ml/g de carba-

zote.

3.6. LES MILIEUX DE CULTURE

3.6.1. LES RAPPORTS C / N / P

Le milieu de culture utilisé a été préparé selon les données rapportées par Davies & Evans

(1964), et apporte at minima les trois éléments fondamentaux pour la croissance bactérierrê =

carbone, azote et phosphore. L'importance de ces trois éléments font que les milieux de culture

sont généralement définis par les rapports C / N / P.

Les rapports C / N / P sont calculés de la manière suivante :

. soit m la masse de la source de carbone par litre de milieu de culture (M son poids

moléculaire et x le nombre d'atomes de carbone dans la molécule)

. soit m' la masse de,la source d'azote par litre de milieu de culture (M' son poids mo-

léculaire et x' le nombre d'atomes d'azote dans la molécule)

. soit m" la masse de la source de phosphore par litre de milieu de culture (M" son
poids moléculaire et x" le nombre d'atomes de phosphore dans la molécule).

Le nombre de moles de carbone vaut xm/M X = 12 pour le carbazole.
L'oxydation d'uns mole de carbone requiert une mole d'oxygène Oz. La masse X d'oxygène

consommée pour oryder le carbone en CO2 =

y=J3J I ! .32
M

Les rapports C / N / P s'expriment toujours de telle sorte qu'lls correspondent à 100/N/P

telque N = m7X . x' . 14lM' . 100

et P = ffi'7X . x' . 31/M' . 100
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3.6.2. LES SOURCES DE CARBONE

Les sources de carbone testées conespondent successivement :

1. au carbazole

2. aux acides carbazole polysulfoniques.

Le degré de sulfonation du carbazole et le pourcentage de chaque produit n'ayant pu être dé-

terminés, les rapports C / N / P sont établis, dans un but de simplification, oomme si la technique

de sulfonatlon permettait d'obtenir I'acide carbazole tétrasulfonique exprimé en équivalent

(1 mole de carbazole pour 4 moles d'acide chlorosulfonique)

3. à I'acide carbazole monosulfonique.

Pour permettre la croissance de Proteus vulgaris souche auxotrophe en présence de I'acide

carbazole monosulfonique, le Nicotinamide a été ajouté à raison de 1 mg/l (facteur de croissance)

(Merck 6818 0100).

3.6.3. tÂ SOURCE D'AZOTE

Elle correspond au sulfate d'ammonium (NH+)z SOa (Prolabo 21.332.293).

3.6.4. I.ASOURCE DE PHOSPHORE

Elle correspond à I'hydrogénophosphate dipotassique K2HPOa (Prolabo 26.930.293).

3.6.5. LES SELS MINERAUX

Deux sels minéraux sont ajoutés dans les milieux de culture :

. le chlorure de calclum CaCl2 (Prolabo 22.317.231 à raison de 0,1 g/l

. le sulfate de magnésium heptahydraté MgSO4, 7H2O (Merck 5886) à raison de

0,3 gll.

3.6.6. REGLE DE PREPARATION

Pour éviter la préclpitation sous forme d'hydroxyde de ditférents minéraux, le protocole de

préparatlon de 1 lltre de milieu de culture doit être le suivant :
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A) Pour le carbazole--

1 - Verser 20 mt d'acide sulfurique HzSO+ O,lN (Merck n" 731).

2 - Ajouter 750 ml d'eau distillée.

3 - Solubiliser successivement (NH+)z SO4, K2HPO4, MgSO4,7H2O et CaCl2.

4 - Ajouter le carbazole.

5 - Ramener à pH 7 avec NaOH O,lN (Merck 6498).

6 - Compléter à 1 | avec de I'eau distillée.

7 - Stériliser I'ensemble à l'autoclave (121'C sous 2 bars de pression).

B) Pour les acides sulfoniques-

ll suffit de dissoudre les acides sulfoniques dans 750 ml d'eau distillée, puis de reprendre le

protocole précédent à partir de l'étape 3 sans, bien évidemment, tenir compte de l'étape 4.

3.7. LES METHODES ANALYTIOUES

3.7.1. LES MESURES DE PH

Les mesures de pH sont effectuées à I'aide d'un pH mètre (Prâzisions-pH-Meter E 510)

avec une électrode de verre combinée (Métrohm 6.0202.000).

Cet appareil est étalonné à pH 4,00 et 7,00 avec deux solutions tampons (Merck 9435 et

Merck 9439 respectivement). Les graduations de I'appareil ayant un pas de 0,05 unité de pH, il

est aléatoire de rechercher une plus grande précision.

L'étalonnage de I'appareil, les variations de température du milieu ambiant d'une journée à

l'autre sont d'autres sources d'erreur dans la mesure. Cependant, elles se répercutent de la même

façon sur I'ensemble des échantillons ainsi que sur le témoin. Ces erreurs n'influent en aucune

manière sur les conclusions puisque I'analyse des résultats est de comparer les évolutions du pH

des échantillons avec celles du témoin.

Ces mesures ont été etfectuées sur les cultures de carbazole en présence ou en absence des

tensioactlfs alnsi que sur les cultures ayant comme source ds carbone I'acide carbazole monosul-

fonique.

3.7.2. L.ATEMPERATURE

Les cultures en fermenteur fermé ont été effectuées dans les conditions moyennes de tempé'

ra tu ro :20oCt3oC.
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3.7.3. LES MESURES D'ABSORPTION A 620 NM

Les mesures d'absorbance à 620 nm permettant d'approcher la densité cellulaire sont effec-

tuées au spectrophotomètre KONTRON UVIKON 810 avec des cuves du type HELLMA 100 (ref.

45/100). Elles sont comparées à un milieu de même composition mais sans source de carbone

(carbazole ou acide carbazole sulfonique).

En ce qui concerne les milieux de culture ayant le carbazole comme source de carbone, les

mesures sont effectuées après décantation du carbazole.

3.7.4. I.ES MESURES D'ABSORPTION EN ULTRAVIOLET

Afin d'apprécier I'apparition de métabolites capables d'absorber en U.V., les spectres U.V.

sont etfectués au spectrophotomètre KONTRON 810 entre 190 et 450 nm à I'aide de cuves en

quartz type HELLMA 101 - QS 10,00 mm K 28212x.

Les spectres ont été tracés sur les milieux de culture ayant comme seule source de carbone

le carbazole, les mesures ayant été etfectuées après sa décantation.

Ces mesures n'ont pas été etfectuées sur les cultures ayant I'acide carbazole monosulfonique

comme source de carbone, car celui-ci absorbe fortement en U.V. et masque toutes observations.

3.7.5. DOSAGE COLORIMETRIOUE DES HETEROCYCLES INDOI..IQIIES

Le principe est basé sur la production d'un composé bleu à violet lors de la condensation du

dérivé indolique non substitué sur I'azote avec le xanthydrol en milieu acide (Figure 115) (Bar-

tos & Pesez, 1973).
@;r
o+o

IDdo lG  X . t r t hyd ro l Corpord oolord

Figure 115 : Réaction de condensation entre I'indole et le xanthydrol.

A 1 mlde solution aqueuse de dérlvé Indolique sont aloutés 5 ml de réactlf composé d'une so-

lution à O,O2% en poids de xanthydrol (Prolabo 28968104) dans de I'aclde acétique glacial

(Prolabo 201052921 contenant 1o/o en poids d'aclde chlorhydrlque concentré (Prolabo

202482931.
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L'ensemble est chautfé pendant 10 minutes à 100"C puis refroidi rapidement dans la glace.

L'acide carbazole monosulfonique peut être dosé par cette méthode comme le montre l'étude

d'une gamme étalon de concentration croissante allant de 0 à 1 g/l d'acide carbazole monosulfoni-

que (Figure 116).
t . e
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Figure 116 : Evolution de I'absorbance en fonction de la concentratlon en acide carbazole

monosulfonique à 564 nm.

Les mesures d'absorption à 564 nm évoluent de façon linéaire jusqu'à la concentration de

170 mg/l suivant l'équation

Y = 8,62.10'3 X + 3,698.10-3

I = 0,998 significatif à 1o/o pour r = 8.

où Y représente I'absorption à 564 nm et X la concentration en mg/l en acide carbazole

monosulfonique.

L'ajustement au modèlê Y = AX + B a été accepté avec un risque de 0,01 par le test du F de

Snedecor (Fth = 12,25 ; Fcalc = 2193,7) et par le test du T de Student (Tth = 3,499 ; Tcalc =

46 ,  g4) .

L'indole, l'isatine et I'acide carboxy-2 indole ont été dosés de la même manière à 564 nm.

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau 12.

L'indole et I'acide carboxy-2 indole ont parfaitement réagi avec le xanthydrol pour produire

un composé bleu à brun-vlolet, landis que I'isatine ne réagit absolument pas et conserve sa colo-

ratlon Inltlale (Jaune).
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Tableau 12 : Equations mathématiques et études statistiques dédultes de la réaction de

I'indole et de l'aclde carboxy-2 indole avec le xanthydrol.

Molécule

éfirliéc

Equation linéaire
D.O. = f

lrnnr:entration)

Coetficient de

cprrélation r

Test du F de
Snedecor

Test du T de
Student

lndole Y=0,0158X-0,0169
jusqu'à 80 mg/l

I = 0,998 signifi-
catif à 0,01 pour

l l = 4

Fcafc = 479,3
Fth = 98'5

T=âX + b signi-
ficatif à O.Ol

Tcalc = 21,89
Tth = 9,92

Y=ax + b signi-
ficatif à 0.01

lsatine NERtrAGITPAS Aucune absorDtion à 564 nm
Acide
carboxy-2
indole

Y=1,32.10€X-2,8.10{

10 jusqu'à 60 mg/l

I = 0,995 signifi-
catif à 0,01 pour

f l = 4

Fcalc = 587,8
Fth = 98'5

Y=âX + b signi-
ficatif à 0.01

Tcafc = 24,24
Tth = 9,92

Y=âx + b signi-
ficatif à 0.01

3.7.6. TECHNIOUES DE NUMERATION

Les bactéries ont été numérées par la méthode de comptage sur boîte de Petri après dilution

des milieux de culture et croissance sur gélose nutritive.

3.7.6.1. Numération des bactéries autres que Proteus vuloaris

1) Préparation du milieu nutrit i f.

Une solution de gélose nutritive (23 gll d'eau distillée) (Bio Mérieux 51381 pH 6,8) est
préparée après avoir été portée à ébullition, puis stérilisée à I'autoclave pendant 20 minutes à

121"C sous une pression de 2 bars.

La gélose en surfusion est ensuite coulée dans des boîtes de Petri stériles de 9 cm de diamè-

tre. Après la prise en masse de la gélose par refroidissement, les boltes de Pétri sont séchées à

l'étuve (37'C).

2) Préparation des tubes de dilution'

Après avoir préparé un milieu salé avec NaCl (Merck 6404l.dans de l'eau distillée à la con-

centratlon de 9 g/1, 9 ml sont Introduits à I'aide d'une serlngue dans chaque tube à essai. Les tubes
ainsl prépæés sont ensuite autoclavés dans les mêmes conditions que ci-dessus.

3) Méthode de numératlon:

Un millilitre de culture est prélevé avec une pipette cotonnée et st6rlle, puis introduit dans

un tube de dilution. Plusieurs dilutions de dix en dix sont effectuées lusqu'à la dilutlon 1O'10.
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Les numérations bactériennes sont effectuées par étalement de 0,1 ml des différentes dilu-
tions sur la gélose (3 boîtes de gélose par dilution).

Les boîtes de gélose sont ensuite incubées pendani 48 heures à 20 t 3oC. Le comptage est
réalisé à partir des boîtes de Petri sur lesquelles peuvent être comptées 30 à 3OO colonies. Les
résultats sont ensuite exprimés en unités formant colonles par millilitre (uFG/ml) affectés de
leur limite de confiance à 95% (Block & Schwartzbrod, 1992).

3.7.6.2. Numération de la bactérie Proteus vulgaris

La technique utilisée est identique à la précédente. Seule la gélose utilisée est ditférente et
correspond à de l'agar lactosé au bleu de bromothymol (Biomérieux n" 1639). La préparation de
ce milleu sélectif nécessite une dissolution complète de I'agar dans de I'eau distillée (41 g/l) en
f'amenant à ébullition, puis une stérilisation à I'autoclave pendant 1S minutes à 1z1oç sous 2
bars de pression. L'agar contient du lactose dont la dégradation en acide est mise en évidence par
I'indicateur de pH, le bleu de bromothymol.

Le virage de I'indicateur au vert bleu de la colonie Proteus est bien visible après incubation
en boîtes de gélose pendant 24 heures à 37.C.

Les unités formant des colonies de Proteus vulgaris sont ainsi très facilement mises en évi-
dence. Les résultats sont exprimés en UFC/ml (unité Formant colonie).

3.7.7. ISOLEMENT ET IDENTIFICATION DES BACTERIES

La technique d'isolement et d'identification des bactéries est la suivante :

Les dilutions de 10-1 à lo-s sont effectuées avec 1 ml de chacune des cultures dans de I'eau
salée à 0,9% (NaCl Merck 6404) et sont étalées sur gélose (Biomérieux 56381 pH 6,g) à raison
de 0,1 ml par boîte de Petri. Les géloses sont ensuite mises à incuber 48 heures, à température
de 20 t 3'C.

Pour chaque culture, une boîte de Petri contenant de 30 à 3OO colonies bactériennes est
sélectionnée. Cette boîte est divlsée en 208 quadrats de 0,5 cm de côté (les quadrats ayant une
surface plus faible à cause des bords de la boîte, ne sont pas pris ên compte) et 68 quadrats sont
échantlllonnés de façon systématique en suivant une progression arlthmétlque de base 2 et de
ralson 3. Les colonles sont replquées deux fois sur gélose, puis sont conservées sur gétose inclinée
à température ambiante.

L'ldentlflcation des souches ainsi isolées est réalisée avec ta mlse en évidence des activités
blochimlques des mlcroorganismes grâce à la galerie API 208 (APl SYSTEM FRANCE) et grâce à
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des tests comme la métabolisation du lactose et du lévulose, la mobilité des microorganismes et

I'observation microscopique après coloration de gram.

La clédichotomique de Baleux (1976) a permis de définir le nom de genre des bacté-

ries, noms qui ont été confirmés avec le Bergey's Manual (9ème Edition 1984).

3.7.8. TRAITEMENT DES ECHANNLLONS AVAT{T ANAL\6ES CI{ROMATOGRAPHIOUES

3.7.8.1. Les échantillons de milieu de culture ayant le carbazole comme subslral

Le traitement des échantillons débute par une filtration grossière sur préfiltre millipore
type AP 2004700 prévu pour laisser passer des particules de 7 pm. Cette filtration appliquée

pour éliminer le carbazole en suspension est suivie d'une filtration sur filtre 0,45 pm (milli-

pore HAWP04700) afin d'éliminer les bactéries inhibées par ajout préalable de 80 mg/l de

HgOle (Merck 4419). L'ajout de HgCl2 est nécessaire pour bloquer toutes les réactions de biodé-

gradation qul pourraient se poursuivre après réalisation du prélèvement. Un test de croissance

sur boîte de Petri a montré que I'inhibition des bactéries était totale. L'échantillon reste donc dans

le même état et n'évolue plus.

La phase solide Sl est recueillie, séchée à 60'C à l'éluve puis pesée avec précision. La phase

liquide Ll est concentrée puis lyophilisée pendant 36 heures sur le lyophilisateur HETOSIC CD52.

La lyophilisation est une phase impofiante car elle permet d'etfectuer des extractions, avec sol-

vants organiques sur le lyophilisat, ayant des rendements proches de 100%.

Le lyophilisat est ensuite pesé, puis remis en suspension dans 200 ml de dichlorométhane

(Prolabo 25 631 293) en vue de solubiliser les composés non polaires présents dans le milieu de

culture comme le carbazole, les impuretés du carbazole, les tensioactifs... La suspension est

placée pendant 2 heures sur une table d'agitation à 150 tours/minute afin de faciliter la solu-

bi l isat ion.
Après filtration sur filtre 0,45 pm (Millipore HVLP 04700) la phase solide Sll est re-

cuelllie, séchée à 60"C à l'étuve puis pesée avec précision. La phase liquide Lll est concentrée à

sec (Lll sec) au rotavapor (30"C). La phase solide Sll est remise en suspension dans 100 ml de

diméthylformamlde (Prolabo 23470 293) en vue de solublllser les produits polaires. La sus-

penslon est placée, de même, pendant deux heures sur une table d'agitation à 150 tour9minute

afin de solubiliser plus facilement.
Après filtration sur filtre 0,45 pm (Mllllpore HVLP 04700) la phase solide Slll, qui ne

doit plus contenlr que des sels minéraux, est séchée à 60"C à l'étwe, puis pesée avec précision. La

phase liqulde Lllt est concentrée à sec (Llll sec) au rotavapor (80'G).
.100 ml de diméthylformamide se sont avérés suffisants pour solublliser toutes les molécu-

les polaires puisqu'un second essal avec 100 ml de DMF sur Slll ne permit pas d'extraire d'autres

molécules.
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D'autres solvants comme le tétrahydrofurane, l'éther, l'acétone et I'hexane ne donnèrent pas
plus de résultat. Quant au DMSO, il solubilise tous les sels minéraux et ne présente donc pas
d'intérêt.

L'ensemble des manipulations est rapporté sur la figure 117 présentée ci-après.

SI

Prélèvement
de 1 litre

*

Filtrations

J
LI

+

r' 
8o mg de Hocl,

Lllconcentrée à sec
* au rotavapor --r- Ltt sec

_-> Llllconcentrée à sec- 
au rotavapor ...> Llllsec

Concentration
et

lyophilisation

I
Solubilisation

dans 200 ml de
crycb

Flltration

I
['-.* I

I
sl l

J

Fioure 117 : Description des différentes étapes du traitement des échantlllons.
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3.7.8.2. Les échantillons de milieu de culture ayant I'acide carbazole monosulfonique comme
subsiral

Le traitement des échantillons débute par la flltration sur filtre Millipore 0,22 pm (GSWP

04700) afin d'éliminer les bactéries inhibées par ajout de 80 mg de HgOlz (Merck 44191.

Le but du traitement étant de préparer les échantillons à I'analyse chromatographique, il est
indlspensable d'éliminer les composés sulfonés puisqu'il n'est pas possible de dériver les groupe-
menls acides sulfoniques pour les analyser en chromatographie en phase gazeuse couplée à la
spectrométrie de masse. ll s'avère nécessaire d'utiliser une résine échangeuse d'ions capable
d'adsorber les molécules sulfonées et d'éluer toutes les autres molécules (carboxylées, hydroxy-
lées, formylées...) comme doivent l'être les produits de dégradation de l'acide carbazole monosul-
fonique (cf. 2.7.3.3.).

L'échantillon est purifié par passage sur résine échangeuse d'ions DUOLITE A378 afin d'éli-
miner I'acide carbazole monosulfonique.

La résine DUOLITE A378 est une résine moyennement basique à structure polystyrénique
macroporeuse. Sa fiche technique spécifie :

. une excellente résistance mécanique et une grande stabilité chimique et thermique,

. une grande vitesse d'échange,

. une capacité d'échange satisfaisante dans la majorité des cas,

. un excellent comportement à l'égard des matières organiques, sa structure lui
assurant des propriétés de fixation réversible des matières organiques contenues
dans I'eau.

Cette résine est recommandée en déminéralisation de I'eau pour la fixation des anions des
acides fortement ionisés (HCl, H2SO4, HNO3 ...) et la protection des résines fortement basiques

situées en aval de la chaîne. Ces propriétés sont rassemblées dans le tableau 14.
Le lavage de la résine s'effectue à l'aide d'un litre de soude à 40 g/1, suivi d'un rinçage avec

de I'eau distillée (5 l) et ceci pour 112litre de résine.

L'utilisation de la résine est habituelle : la résine est répartie de façon homogène dans une
colonne de verre au bas de laquelle se trouve un robinet régulateur de débit. Le diamètre de la co-
lonne de verre utilisée est de 3,25 cm et la résine repose sur de la laine ds verre.

Les échantillons à traiter sont amenés en tête de résine avec un débit (obtenu à I'aide d'uhe
pompe) identique à celui de récupération de l'échantillon élué. Cette technique permet d'éviter
deux désananlages :

1 ) la réslne n'est jamais asséchée pendant le traltement de l'échantillon,

2l le débit 6tant faible, I'activité de la réslne n'est pas perturbée par des problèmes

de turbulence.

Cependant, la résine DUOLITE A378 demande de prendre une précautlon dans son utilisation.

Cette précaution repose sur le choix du volume de résine à utiliser pour le traitement de chaque

échantillon.
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Tableau 13 : Propriétés physico-chimiques de la résine DUOLITE A378.

. Squelette

. Groupements fonctionnels

.Aspest

. Forme ionique livrée

. Densité réelle

. Masse volumique apparente

. Granulométrie

. Humidité

. Variation de volume maximale

. Capacité d'échange totale

.Zone de pH opératoire

. Températures maximales tolérées

. Résistance chimique

polystyrénique macroporeux
-N(R)z = environ 85%
billes opaques, couleur crème
base libre (BL)
1,03 (BL) -  1,05 (Cl)
environ 680 g/l
A 378 : 0,3 à 1,2 mm
A 3780 : 0,3 à 0,7 mm
A378LF : 0,4 à 1,0 mm
A378S : 0,4 à 1,0 mm
environ 50% (forme BL)
+ 35o/o entre BL et Cl
1,35 éq/l
0 -9
6o.c (BL) - 100.c (ct)
insoluble dans les solutions d'acides
et de bases non oxydants et les
solvants usuels

En effst, différentes manipulations (Annexe 2A) ont montré que la résine DUOLITE A378
pouvait adsorber non seulement les composés sulfonés, mais aussi les composés carboxylés (Aci-

de benzoTQue Merck 136) et les composés hydroxylés (Phénol Merck 206).

Mais I'adsorption et la désorption évoluent en fonction du substituant anionique des hydro-

carbures comme le montre la figure 118, qui résume les résultats effectués par nos soins et
présentés en annexe 2A.

r  198
D.æ'L gO

6 g
4 A
2A

0
-eB
-40
-56

r  -ga
Ftta

.r-"u - I 00

Flgure 1 18 : Représentation graphlque du pourcentage désorbé et resté adsorbé après
élution avec 1 | d'acide chlorhydrique 2,5N de quantlt6s identiques d'acide
caËazole monosulfonique, d'aclde benzolque, de phénol et de benzald6hyde
traltés séparément sur 50 ml de résine DUOLITE A378.

cet histogramme montre nettement que la désorptlon des composés organlques aromatiques
évolue en fonction de la polarité du substituant : - SO3H < - COOH < - OH.
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[a faible polarité du benzaldéhyde ne semble pas conférer à la résine un quelconque pouvoir

d'adsorption de la molécule. ll semble que le benzaldéhyde ne fasse que traverser la résine.

La figure 1 18 montre que, pour des expériences effectuées dans les mêmes conditions, les

ditférents substituants polaires présentent des affinités différentes avec la résine DUOLITE A378.

C'est pourquoi, après avoir mesuré la capacité d'adsorption de la résine envers l'acide

carbazole monosulfonique (Annexe 2B), a été étudiée l'adsorption d'un mélange acide carbazole

monosulfonique - acide benzolque (Annexe 2C). L'ensemble des résultats obtenus a montré que le

volume de résine doit être choisi de telle sorte qu'il soit suffisant pour adsorber l'acide carbazole

sulfonique de chaque échantillon, mais pas supérieur pour éviter I'adsorption des autres produits.

La résine est donc capable d'accomplir une adsorption sélective des composés sulfonés et une

élution des composés carboxylés, hydroxylés et formylés.

La concentration en acide carbazole monosulfonique évoluant en fonction de l'âge de la cultu-

re (consommation du substrat par les bactéries), le volume de résine utilisé pour traiter les

échantillons varie dans le même sens. Le volume de résine est déterminé en mesurant sur chaque

échantillon la concentration en hétérocycles par la méthode au xanthydrol (cf. 3.7.5.) en suppo-

sant qu'elle ne mesure que la concentration en acide carbazole monosulfonique. Les mesures ont été

effectuées ultérieurement par chromatographie HPLC, les échantillons ayant été congelés.

Cette approximation implique que le traitement des échantillons est mené dans le cas défavo-

rable où il n'y a pas production de métabolites par les bactéries (Tableau 14).

Tableau 14 : Evolution du volume utilisé de résine DUOLITE A378 en fonction de l'âge des

quatre cultures étudiées et des rapports C/N/P du milieu de culture.

Agede la
culture (j)

Proteus vulgarls
100t20t4

Proteus vulgaris
10012010,1

Pseuûmonasq.
100t20t4

Pseu&monasqp.
100120t0,1

1 25 ml 25 ml 27 ml 23 ml
2 23 ml 23 ml 27 ml 23 ml
3 23 ml 21 ml 27 ml 22ml
4 22ml 19  m l 27 ml 22ml
5 2O ml 14 ml 23 ml 21 ml

L'échantlllon, après passage sur la résine, est conoentré puls lyophillsé pendant 36 heures

sur le lyophillsateur HETOSIC CD52. Le lyophllisat est ensulte pesé, puis remis en suspension

dans 100 ml de diméthylformamide (Prolabo 2g47}2ggl en vue de solublllser les composés

organlques. La suspension est placée pendant 2 heures sur une table d'agltatlon à 150 tours/mi-

nute afin de faclllter la solubilisation.
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Après filtration sur filtre 0,45 mm (Millipore HVLP 04700), le résidu solide qui ne doit
plus contenir que des sels minéraux, est séché à 60'C à l'étuve pendant 24 heures puis pesé avec
précision. La phase diméthylformamide est concentrée à sec au rotavapor à 80"C.

Le traitement des échantillons est représenté par la figure 119.

3.7.9. LES ANALYSES CHROMATOGRAPHIOUES

3.7.9.1. Dosage du carbazole par chromatographie en phase gazeuse : Technique CPGl

Le dosage du carbazole est effectué sur un appareil INTERSMAT IGC 121 C. Les caractéris-
tiques de la colonne chromatographique capillaire sont les suivantes :

. phase CPSIL 5

. longueur 25 m

. diamètre interne 0,22 mm

. épaisseur de la phase 0,14 Pm.

Les conditions chromatographiques sont les suivantes :

. pression d'azote (gaz vecteur) à I'entrée : 325 à 350 pa

. injecteur Spitless : 325"C

. détecteur à ionisation de flamme : 325"C

. four : température isotherme à 200"C pendant 10 minutes.

Temps de rétention (RT) du carbazole avec ces conditions chromatographiques :

RT = 6,8 + 0,1 minutes.

Un aliquot pesé très exactement est solubilisé dans 2 ml de dichlorométhane avant d'être

injecté dans le chromatographe en phase gazeuse.

Les concentrations en carbazole sont mesurées par rapport à une gamme étalon. Cette gam-

me étalon est établie pour donner une relation entre la masse de carbazole dissoute dans 1 ml de

dichlorométhane (solvant utilisé dans I'expérience) et I'aire des pics chromatographiques oble-

nus. ll s'avère que I'aire des pics chromatographiques augmente de façon linéaire en fonction de la

masse de carbazole dissoute dans le dichlorométhane selon l'équation (Figure 120) :

Y=51915X+3926

où Y représente I'aire des plcs chromatographiques et X la masse de carbazole en mg dissoute

dans 1 mlde dichlorométhane.

r = 0,9979 slgniflcatif à 0,01 pour n = 10.
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80msde Hsc!-+

Filtration sur 0,22 pm

Passage sur résine DUOLITE
A 378

+
Lyophilisation

Evaporation à sec au
rotavapor à 80"C

Extraction dans
100 mlde DMF

Filtration sur
0,45 pm.-

Flgure 119 : Descrlptlon des étapes du traltement des échantillons.
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OUfIHT I  TE DE CÊRBAZI}LE {  I , IË }

Figure 120 : Evolution de I'aire des pics chromatographiques du carbazole en tonction

de la quantité dissoute dans l'échantillon.

lJajustement au modèle Y = âX + b a été accepté avec un risque d'eneur de 0,01 par le test

du F de Snedecor (Fth = 7,72; Fcalc = 62291et du T de Student (Tth = 2,779; Tcalc =78,92).

A I'aide de cette gamme étalon, ont été établies les concentrations de carbazole en suspension

et émulsionnées par les bactéries. Cette gamme étalon est une gamms moyenne de 3 valeurs (3 in-

jections) pour chaque échantillon. Une seule gamme suffit puisque tous les échantillons ont été

analysés dans la même iournée.

3.7.9.2. Dosage du carbazole par chromatographie en phase gazeuse : Technique CPG2

La technique présentée dans le chapitre 3.7.9.1. est utilisée avec deux variantes :

1 ) Les conditions de température du four sont les suivantes :

â
I
R
E

P
Ic
c
H
R
0
1'4
Ê
T
0

Température initiale

Température finale

60oC pendant 5 minutes

310"C pendant 20 mlnutes

Gradient de montée en température 4oO/mlnute

Le temps de rétention du carbazole dans ces conditions vaut

RT = 31 ,2 t 0,2 minutes.

Z I Le dosage quantitatif du carbazole est etfectué en ajoutant dans l'échantillon une

quantité très exactement pesée de n-d6cane (Merck 9603) comme étalon interne. L'analyse de la

composition des échantillons est effectuée par couplage chromatographle en phase gazeuse -

spectrométrle de masse, sulvant la technique présentée dans le chapltre 3.2.
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3.7.9.3. Dosagg de l'acide carbazole monosulfonique

L'acide carbazote monosulfonique est quantifié par chromatographie HPLC (Merck LMC
system) dont la colonne chromatographique sst du type Lichrosorb RP 18 (7 pm) de 25 cm de

longueur.

Les conditions d'utilisation sont les suivantes :

. solvant d'élution méthanol - eau (4/6)

. débit 0,4 ml/minute

. pression 100 bars

. longueur d'onde de détection 254 nm.

Trois mesures sur chaque échantillon ont permis d'établir les écarts-types.

Pour une gamme étalon allant de 0 à 125 mg/l d'acide carbazole monosulfonique, les répon-

ses chromatographiques évoluent linéairement en fonction de la concentration suivant l'équation

Y=197958X-413975

où Y représente I'aire des pics chromatographiques et X la concentration (mg/l) d'acide

carbazole monosulfonique.

I = 0,991 significatif à 1o/o poul r = 6.

Le modèle Y = d( + b étant accepté avec un risque de 0,01 par le test du F de Snedecor (Fcalc

= 232,4; Fth - 21,21 el par le test du t de student (Tcalc = 15,24; Tth - 4,60) (Figure 1211.

s 23 50 75 100 125

ACIDE CâRBAZOLEI'IONOSULFONIOUE IIG/L

Evolution de la réponse du chomatographe

tratlon en aclde carbazole monosulfonlque.

H , 'o
I

t
E  r , a

P
A r .a
I
R
E o .e

Elsrul2l: HPLC en fonctlon de la concen-
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3.7.9.4. Techniques chromatographlques d'analyses qualitatives des produits de dégradation

Leur traitement achevé (3.7.8.), les échantillons sont analysés par couplage chromatogra-

phie en phase gazeuse-spectrométrie de masse après leur dérivation par silylation pour étudier

les composés hydroxylés et carboxylés. La technique de silylation est similaire à celle utilisée par

Badenoch - Jones et al. (1982) pour silyler les dérivés de l'indole.
Après avoir dissous dans 400 pl de pyridine (Merck 7460 +) une masse d'échantillon

comprise entrelS et 25 ffig, 1000 pl de réactif BSTFA (N,O - bis triméthylsilyl) trifluoro-

acétamide (Pierce 38828) et 100 pl de TMCS (triméthylchlorosilane) (Pierce 88531) sont

ajoutés. L'ensemble est fermé hermétiquement et chauffé à 60"C pendant au moins 15 minutes.

Les analyses ont été effectuées au service de Spectrométrie de masse du laboratoire du Cen-

tre Hospitalier de THIONVILLE, 1 rue Frescaty 57100 Thionville, avec un spectromètre de masse

RIBERMAG R-10-10C dans les conditions suivantes :

Colonne chromatographique : phase stationnaire OV I de 25 m.

Diamètre externe 0,45 mm

Diamètre interne 0,32 mm,
Epaisseur de la phase : 0,2 pm,

Injecteur horizontal de Ross :275C,,

Détecteur : lmpact électronique à 70 eV,

lonisation chimique dans I'ammoniac,

Four : température initiale 130"C pendant 5 minutes

température finale 275C

montée en température 6'C/minute.

Trois échantillons (phases dichlorométhanes de la culture mixte Corynebacterium sp.3 +

Agrobacterium sp. 2 des échantillons obtenus après 2, 4, I jours d'lncubation) ont été analysés

sans silylation dans !e service de spectrométrie de masse de l'Université de NANCY l, 30 rue

Lionnois 54000 NANCY, avec un spectromètre de masse couplé à une chromatographie en phase

gazeuse (RIBERMAG R'10-10C) dans les conditions exposées dans le chapitre 3.2.

Les spectres de masse obtenus ont permis d'établir des hypothèses de travail pour identifier

les molécules.
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3.7.9.5. Analyses quentitatives des mélabolites par chromatographie HPLC

3.7.9.5.1. Les étalons

a) L'indole' -

Le dosage de I'lndole est etfectué par chromatographle HPLC (Merck LMC system) avec la

colonne chromatographique Lichrosorb RP 18 (7 pm) de 25 cm de longueur.

Les conditions d'utilisation sont les suivantes :

. solvant d'élution méthanol ' eau (4/6)

. débit 0,4 ml/minute

. pression 50 bars

. longueur d'onde de détection 254 nm.

Deux mesures sur chaque échantillon ont permis d'établir les écarts-types sur les mesures.

Les analyses quantitatives pourront être menées après avoir établi une relation entre l'aire

des pics chromatographiques et la concentratlon en indole.
pour une gamme étaton allant de O à 100 mg/l d'indole, les réponses chromatographiques

évoluent linéairement en fonction de la concentration suivant l'équation :

Y=81139X+356884

où Y représente I'aire des pics chromatographiques et X la concentration (mg/l) d'indole.

I = 0,999 significatif à 1"/" poUI î = 6.

Le modèle Y = âX + b étant accepté avec un risque de 0,01 par le test du F de Snedecor (Fcalc

- 1541,g7 ; Fth = 34,12) et par le test du T de student(Tcalc = 39,27;Tth = 5,84) (Figure

1221.

INDOLE ( 1,IGIL )

Flgure,122: Evotution de I'aire chromatographique en fonctlon de

dole.

la concentration d'in-
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b) L'lsatine

Le dosage de I'isatine est effectué dans les mêmes conditions que I'indole. Pour une gamme

étalon allant de 0 à 100 mg/l d'isatine, les réponses chromatographiques évoluent linéairement

en fonction de la concentration suivanl l'équation :

Y=90363X-190192

où Y représenle l'aire des pics chromatographiques et X la concentration (mg/l) d'isatine.

I = 0,999 slgnificatif à 1"/" poul r = 5.

Le modèle Y = âX + b est accepté avec un risque d'erreur de 0,01 par le test du F de Snedecor
(Fcalc = 1673,25; Fth = 34,12) et du T de Student (Tcalc = 40,90 ; Tth = 5,84) (Figure

1  23) .

50 7E

ISAT INE (  I , IG /L  )

Figure 123: Evolution de I'aire chromatographique en fonction de la concentration d'isa-

t ine.

c) L'acide carboxv-2-indole-

Le dosage est effectué de la même manière que l'lndole et l'lsatine à la variante suivante :

. débit du solvant d'élution = 0,2 mUminute

. pression 25 bars.

Pour une gamme étalon allant de 0 à 100 mg/l d'acide carboxy-2-lndole, les réponses

chromatographlques évoluent linéairement en fonction de la concentratlon sulvant l'équation :

to6'r
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Y=1225231X+1606697

où Y représente I'aire des pics chromatographiques et X la concentration (mg/l) d'acide

carboxy-2-indole.

r = 0,998 r = 5 significatif à 0,01.

Le modèle Y = âX + b est accepté avec un risque d'erreur de 0,01 par le test du F de Snedecor

(Fcafc = 739,85 ; Fth = 34,121 et du test du T de student (Tcalc = 27,2; Tth - 5,84) (Figure

1241 .

e5  58  75  190

ACIDE CÊRBOXY-2  IHOOLE ( I ' IG /L )

Figure 124: Evolution de I'aire chromatographique en fonction de la concentration en

acide carboxy-2-indole.

3.7.9.5.2. Les échantillons

Le dosage des échantillons est effectué par chromatographie HPLC dans les mêmes conditions
que les produits purs du chapitre précédent 3.7.9.5.1.

Les quantifications de I'indole, de I'isatine et de I'acide carboxy-2-indole des échantillons,

très exactement pesés, sont effectuées par rapport aux gammes étalons du chapitre précédent.
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BACTERIES
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4.1.  OBJECTTFS

L'objectif principal de ce chapitre est de montrer que le carbazote, en présence ou en absen-
ce des tensioactifs, et ses dérivés de sulfonation, peuvent être utllisés comme source de carbone
par certaines bactéries. Ce chapitre présente les différents microorganlsmes biodégradateurs qui

ont été identifiés et leur classification par genre.

Pour des raisons techniques, les acides polysulfoniques ont été utilisés comme substrat
carboné pour sélectionner et identifier les bactéries capables de biodégrader les dérivés de sulfo-
nation du carbazole.

4.2. PROTOCOLE

Les souches bactériennes ont été isolées et identifiées à partir de onze cultures réalisées

dans onze milieux "nutritifs" différents (Tableau 15) et ensemencées avec des populations bacté-
riennes autochtones de six origines différentes (boues activées et sols).

Les cultures ont été conduites sous agitation constante (150 rpm) pendant 14 jours à tem-
pérature ambiante dans des erlenmeyers de 300 ml, bouchés avec du coton cardé, à raison de 150
ml de milieu par erlenmeyer. L'ensemencement initial était réalisé avec 1,5 ml de chacune des
suspensions bactériennes décrites dans "Matériels et Méthodes".

Les analyses microbiologiques (isolement et identification) ont été réalisées sur des aliquots
de chaque culture prélevés au terme de 14 jours d'incubation.

4.3. RESULTATS

Des onze milieux de culture étudiés, ont été isolées 48 souches bactériennes différentes
(Tableau 16) correspondant à un total de six genres et de 34 espèces simplement caractérisées
par un numéro 1,2,..., n (l'identification n'ayant pu être poussée plus avant).

Les caractéristlques biochimiques qui ont permis leur identification sont rassemblées en
Annexe 5.

Slx genres ditférents de bactéries ont été identlfiés dans les cultures (n' 1 à 8) ayant com-
me seule source de carbone le carbazole. La répartltlon de chacun des genres (répartition

exprimée en pourcentage par rapport au nombre total de souches isolées et ldentiflées dans les

huit cultures) est représent6e sur la figure 125.

Flavobacterlum apparalt comme le genre dominant (47o/o des souches identifiées appar-

tiennent à ce genre) sur l'ensemble des huit cultures ensemencées quelle que soit l'origine des po-

pulatlons utillsées (boues actlvées et échantillons de sol du site industriel de Marienau).
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Tableau 15 : Conditions de réalisation des cultures ensemencées avec des populations bac-

tériennes autochtones en vue d'une utilisation ultérieure.

No des

cul tures

Source de

carbone

Concentration
de la source de
carbone (o/l)

Rapport

C/N/P

Origine des

bactéries

1 Carbazole 0 .5 100 /1  00 t20 BA1

2 Carbazole 2 100 t25  t5 BA1

3 CaÈazole 10
1 00 /5 /1

BA1

4 Carbazole 10 BA2

5 Carbazole 50 100 t1 t0 .2 BA2

6 Carbazole 10

1  00 /5 /  1

M1

7 Carbazole 10 M2

I Caôazole 10 M3

9 Carbazole en
présence des
tensioacfifs

10 BA1

10 Carbazole en
présence des
tensioactifs

10 BA2

11 Acide carbazole
polysulfonique 10 BA3
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Tableau 16: Les différents genres et leur répartition dans onze cultures ayant le carba-

zole ou I'aclde carbazole polysulfonique comme source de carbone.

No de la

nr rllr rre

Population
bactérienne
(LJFC/ml)

Nom de genre des
bactéries
identifiées

Nombre de
colonies

idenlifiAes

% de répartition
dans la
culture

1 1,25.10 E 4

Flavobacterlum so. l 67
colonles

à la dilution
10E-1

26
Flavobacbrtum sD.2 19

Kurthia sp. I 12
Kurthla sp. 2 7

Aorobacterium sp.1 36

2 1,92.10 E 5

Havobacterium so. 1
33

colonies
à la dilution

10E-2

30
Flavobacterium so.2 15

Kurthia sp. 1 9
Kurthia sp. 2 3
Kurthia so. 3 3

Aorobactelum sp. 1 40

3 5,5.10 E 6

Havobactertum sp. 1
3il

colonies
à la dilution

10E-2

18
Flavobacbrtum so.2 18'urthla 

sp. I 6
Kurthia sp. 2 6
Kurthia so. 3 6

Aorobacterium so.1 46

4 2,69.10 E 7
Flavobacterium sp.3 134 colonies

à la dllution
10E-4

7
Flavobacterium so.4 51

Kurthia sp.4 42

5 1,06.10 E 8
Havobacterium sp.3 53 colonies

à la dilution
10E-5

2
Flavobacterlum sp.4 58

Kurthia so. 4 40

6 6,3.10 E 6 Flavobacterium sp.5 44 colonles à la
dllution 10 E -4

66
Pseudomonas so. 2 34



146

Tableau 16 : Les différents genres et leur répartition dans onze cultures ayant le carba-

zole ou I'acide carbazole polysulfonique comme source de carbone (suite).

N" de la

eullrrre

Population
bactérienne
f I IFClmll

Nom de genre des
bactéries
identifiées

Nombre de
colonies
identifiées

o/o de répartition
dans la
errllrrre

7 2,54.10 E 5
Arthrobacter sp. I 73 colonies

à la dilution
10E-2

37
Arthrobacter sp. 2 30

Flavobacterium sp.6 33

I 9,7.10 E 5

Kurthia sp. 5

34 colonies
à la dilution

10E-3

3
Kurthia sp. 6 3

Pseudomonas so. 3 6
Pseudomonas sp.4 32

Flavobacbrtum so.7 9
Arthrobacter sp. 3 9

Corynebacterium sD.2 38

I 9.3.10 E 9
Corynebacbrtum sp.3
Agrobacterium sp.2

55 colonies à la
dilution 10E -7

42
58

10 8,7.10 E 9
Flavobacteûum sp.8

Corynebacterium sp.4
Corynebacterium sp.5
Aorobacterium so.3

61 colonies à la
dilution 10 E -7

13
28
31
2A

11 13.10  E 7

Pseudomonas sp. 5
Pseudomonas sp.6
Pseudomonas sp.7
Pseudomonas sp.8
Pseudomonas sp. 9

Flavobaderium sp. 10
Flavobacterium sp. 1l

48 colonies
à la dilution

10E-5

76
12
2
2
2
2
2
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6EHRE OE BACTERIES

Figure 125 : Répartition des six genres dans
les huil cultures (n' 1 à 8)
ayant le carbazole comme source
de carbone ensemencées avec les
boues activées (cf Tableau 15).
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? 3 4 5

GENRE OE BACTERIES

Figure 126 : Répartition des six genres dans
les cinq cultures (n' 1 à 5)
ayant le carbazole comme subs-
trat, ensemencées avec les boues
activées BA1 et BA2 (cf Tableau
15) .
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Flgwe 't27 : Répartitlon des six genres dans
les trols cultures (n' 6 à 8)
ayant le caÈazole comms subs-
trat ensemencées avec les échan-
tillons de sol Ml, M2 et M3 (cf
Tableau 15).
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GENRE OE BACTERIES

Flgure 128 : Répadltion des six genres dans
les deux cultures (n' 9 et 10)
ayant le caÉazde comme subs-
trat en présence des tensioac-
tlfs, ensemencées avec les boues
activées BA1 et BA2 (cf Tableau
1  5 ) .

o
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La même analyse a été effectuée séparément sur les cultures ensemencées avec les boues
activées BAl et BA2 (Figure 126) et avec les échantillons de sol M1, M2 et M3 (Figure 127).

Queffe que soit I'origine des bactéries, le genre Flavobacterium esl dominant (52o/o el 37o/o
des bactéries identifiées respectivement dans les boues activées et dans les échantillons de sol).

Si fes genres Kurthia el Agrobacterium sont spécifiques aux cultures ensemencées avec les
boues activées, les genres Pseudomonas, Arthrobacter el Corynebacterium ne sont retrouvés que
dans les cultures ensemencées avec les échantillons de sol du site industrielde MARIENAU.

En présence des tensioactifs P94 et P103, 3 genres différents ont été identifiés dans les
cultures (no 9 et 10) ensemencées avec BA1 et BA2 et ayant le carbazole comme source de carbo-
ne (Figure 128).

Flavobacterium perd son caractère dominant en faveur de Corynebacterium el Agrobacte-
rium.

En comparant les milieux no 3 et no 9, tous deux ensemsncés avec la même population bac-
térienne sur carbazole (10 g/l), il semble que les tensioactifs P94 et Pl03 soient toxiques pour
fe genre Kurthia mais favorisent la croissance de Corynebacterium, genre non observé dans les
milieux de culture sans tensioactifs.

Quant à t'étude de la répartition des bactéries identifiées dans le milieu de culture (n. 1 1)
ayant I'acide carbazole polysulfonique comme substrat, elle a permis de mettre en évidence deux
genres différents de bactéries (Figure 129).

9 1 2 3 4 5 5
GENRE DE BâCTERIES

Figure 129: Répartition des six genres dans la culture (n" 11) ayant l'acide carbazole
polysulfonique comme substrat, ensemencée avec les boues activées BA3 (cf
Tableau 15).

Les Pseudomonas dominants semblent tout à fait adaptés aux dérivés sulfonés. Les autres
genres sont minoritaires et, seul Flavobacterlum a été repéré (4%). Le genre Flavobacterium,
retrowé dans loutes les cultures, semble spéclfique ou blen adapt6 à la dégradatlon du caôazole.

Comme le montre le tableau 17, pour une période d'lncubatlon de 14 jours, la croissance
bactérienne est plus importante dans les mllleux carbazole + tsnsloactlfs et dans le milieu acide
carbazole polysulfonique, en d'autres termes, dans les milieux où le substrat carbazole est le plus

blodlsponible.
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Tableau 17: Populations bactériennes (UFC/ml) obtenues au bout de 14 jours d'incuba-

tion dans différents mllieux de culture.

Substrat
Concentration
en substrat

(o / l )

Population

UFC/ml
carbazole

(cuftures 3.4.6.7 et 8) 10 0.08  { r  0 .11) .10E8
Acide carbazole
oolvsulfonioue 10 1 .3 .10E8

Carbazole + tensioactif
(cultures 9 et 10) 10 90 (r  3) .10E8

Cependant, dans le cas de I'acide carbazole polysulfonique et pour une même concentration
(10 g/l), la quantité de carbone disponible pour la bactérie est plus faible qu'avec le carbazole.

Si le dérivé sulfoné correspond à I'acide carbazole tétrasulfonique, ta part du carbone de
cette molécule ne représente que 33% de la molécule de carbazole. ll convient donc de rendre les
valeurs comparables, de corriger les populations en fonction de ce pourcentage, tel que :

1,30.108 x 100/33 = 3,g.108 UFC/ml.

Cependant, malgré cette correction, la croissance bactérienne théorique (3,9.108 UFC/ml)
reste inférieure à celle d'un milieu carbazole + tensioactif. Ce phénomène peut être expliqué par
le fait qu'il est possible que les bactéries utilisent une part non négligeable d'énergie pour désul-
foner les dérivés du carbazole.

De plus, l'activité biodégradation des bactéries a pu s'exercer aussi vis-à-vis des tensio-
actifs.

4.4. DTSCUSSTON

Au terme de ces essais, il apparalt clalrement que le carbazole et ses dérivés sulfonés sont
biodégradables puisqu'ils autorisent la croissance bactérienne comme le montrent aussi les mesu-
res rapportées au chapitre 5.3. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Bohonos et at.
(1977) qul ont observé la dégradatlon du carbazole à l'alde d'une populatlon bactérlenne prove-
nant d'un échantillon d'eau de rivière.

D'autre part, il s'avère que les genres Pseudomonas, Corynebacterlum, Arthrobacter, Fla-
vobacterlum el Kurthia sont déià répertoriés comme étant capables de dégrader les hydrocarbu-
res du pétrole (Austin et al., 1977 ; Walker & Colwell, 1976 ; West ef al., 1984 ; Lode, 1986).
Seuf fe genre Agrobacterium ne semble pas ôtre connu blbllographlquement, comme étant capable
de dégrader les hydrocarbures.
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Les genres Flavobacterium el PseudomoHas ont un caractère dominant respectivement pour

le substrat carbazole et acide carbazole sulfonique. Cecl peut s'expllquer par le falt que les deux
genres prédominaient peut-être déjà dans les boues activées. En etfet, les genres Pseudomonas,

Alcaligenes et Flavobacterium peuvent représenter jusqu'à 54/o de la population bactérienne
cultivable d'une boue activée (Collin et al., 1979).

De plus, il faut signaler que le genre Pseudomonas esl adapté à I'environnement (Atlas,
1e81) .

En ce qui concerne le genre Pseudomonas, d'autres travaux ont mis en évidence sa capacité à
dégrader les composés sulfonés (Hrsak et al., 1982 ;Cain & Farr, 1968 ; Focht & Williams,

1970 ; Brilon et al., 1981a et 1981b). D'une manière générale, i l  semble d'ail leurs que seuls
les genres Gram - soient particulièrement bien adaptés à la dégradation des hydrocarbures sulfo-
nés (cf 2.7.4.3.1.

Dans le cas du carbazole, Gram + et Gram - peuvent intervenir dans sa dégradation, même si
ces derniers prédominent.

Parmi les genres identifiés, seul Agrobacterium semble se développer en fonction de la con-

centration en substrat carbazole. En effet, Agrobacterium attirme son caractère dominant lors-
qu'il y a augmentation de la concentration de carbazole en suspension (cultures no 1, 2 et 3).

En ce qui concerne I'accessibilité du carbazole aux bactéries, les croissances bactériennes

montrent que I'ajout de tensioactifs ou la sulfonation de I'hydrocarbure augmentent la biodispo-
nibilité du carbazole. Cependant, I'amélioration de la biodisponibilité permet une sélection plus

importante des genres de bactéries capables de dégrader le carbazole.
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5. DYNAMIQUE DES CULTURES
BACTERIENNES
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5.1.  OBJECTIF

Ce chapitre se propose de montrer que les cultures bactériennes ayant comme substrat te
carbazole ou I'acide carbazole monosulfonique, correspondent à des milieux évoluant en fonction
du temps.

Létude des cultures bactériennes doit permettre :
- de montrer que les bactéries testées sont capables de croître et d'utiliser comme

substrat le carbazole et son dérivé sulfoné,
- de mettre en évidence I'intérêt des tensioactifs de synthèse dans les milieux de cultu-

re pour favoriser la dégradation du carbazole.

Les résultats obtenus doivent permettre de choisir les conditions qui paraissent les plus
intéressantes pour faire en sorte que les bactéries produisent des métabolites dans le milieu de
culture lors de la dégradation du carbazole ou de son dérivé de sulfonation.

5.2. PROTOCOLE

Dans ce chapitre, sont présentés successivement les protocoles qui ont permis d'étudier :
- les effets de différents facteurs nutritifs et physico-chimiques sur la croissance

bactérienne,
- l'évolution des milieux après ensemencement (nombre de bactéries, substrat, pH),
- les etfets des tensioactifs P94 et Pl03 sur l'évolution des cultures ayant le carba-

zole comme substrat.

5.2.1 . EVOLUTION DES CROISSANCES BACTERIENNES

Cette étude a été etfectuée sur les trois cultures (no 5, 6 et 7) ayant un volume de 150 mt,
préparées dans des erlenmeyers de 300 ml fermés avec du coton cardé (Tableau l8).

Après ensemenoement avec 1,5 ml de suspenslon bact6rienne, les mitieux de culture sont
agités à raison de 150 tourVminute à la température de 20 t?'C.
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Tableau 18 : Composition des milieux de culture et origine des inoculums d'ensemence-

ment.

\uméro de

la  e l r l l r r re

Rapport

C/N/P

Concentration en
acide carbazole

monosulfonioue lolll

Origlne des

bactéries

5 o t20 t4 . 0 Proteus vuloaris

6 100t20 t4 10 Pseuûmonas sp.5

7 100 t20 t4 10 Proteus vuloaris

Les concentrations en azote et phosphore sont les concentrations qui seraient ajoutées
si le milieu contenait 10 g/l de substrat.

Les croissances bactériennes des sept cultures sont suivies par numération des bactéries au
temps t = 0, 2, 5 et 7 jours après ensemencement.

En parallèle, l'étude a été conduite sur neuf milieux de culture (Tableau 19) de cinq litres,
préparés dans des fermenteurs de slx lltres fermés et stérilisés.

Le réacteur est complété par un système d'agitation continue produite à I'aide d'un moteur
BIOI-AFITTE, d'une entrée d'air reliée au compresseur du Iaboratoire (un filtre hydrophobe
GELMAN SCIENCES ACRO 50 de porosité 0,2 pm, rét.4251, était placé en amont pour stériliser
I'air et adsorber les hydrocarbures du compresseur) permettant l'oxygénation des milieux, et
d'une sortie reliée à une pompe BIOBLOCK SCIENTIFIC MASTERFLEX permettant de faire les pré-
lèvements dans les milieux.

Les croissances bactériennes sont suivies par numération des bactéries au temps t = 0, 2,
3, 4, 6 et 8 jours après ensemencement des cultures ayant le carbazole comme substrat et jour-
nalièrement pendant cinq jours pour les cultures ayant l'acide carbazole monosulfonique comme
substrat.

522. DEGRADATON DES SUBSTRATS

'La dégradation du carbazole a été étudiée sur les cultures 8,9, 10 et 11 (Tableau 19) en
mesurant les quantités de carbazole non blodégradées par chromatographle en phase gazeuse
(Technlque CPG 1) sur les phases Sl et Lll secdu traitementdes échantlllons (cf.3.7.9.1.) du té-
moin T et des cinq échantillons de 1 litre de milieu de culture prélevés après 2, 3, 4, 6 et 8
jours d'lncubatlon de chacune des cultures étudiées et du témoln N" 8. A chacune des cultures 9,

10 et 11 était testé en parallèle un témoin appslé N' I (Tableau 19).
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* La dégradation de l'acide carbazole monosulfonique a été étudiée sur les cultures 12, 19,
14, 15 et 16 (Tableau 19) en mesurant les quantités non biotransformées par chromatographie
HPLC (cf. 3.7.9.3.) et par spectrophotométrie par la technique au xanthydrol (cf. 3.7.8.1.) sur
un aliquot de 1 ml prélevé tous les jours à heure fixe. La seconde technique de dosage étant très
rapide, elle permet de poursuivre le traitement des échantillons sans attendre. La première mé-
thode, plus longue à mettre en oeuvre, permet cependant d'obtenir des résultats très précis
(beaucoup plus précis qu'avec la méthode au xanthydrol).

Le milieu est ensemencé avec une suspension bactérienne de 200 ml provenant d'une culture
dont le milieu était de composition identique (Tableau 19). Cette culture, âgée de 7 jours, est
centrifugée à 1000 g pendant 20 minutes ; le culot bactérien repris dans de I'eau distillée stérile,
est ajouté dans le fermenteur pour conférer à I'ensemble un volume de cinq litres.

En ce qui concerne les précultures avec carbazole, la centrifugation est etfectuée sur le mi-
lieu après élimination du carbazole par décantation. Après ensemencement, les milieux sont agités
à raison de 150 tours/minute à la température de 20 + 3oC.

Tableau 19 : Composition des milieux de culture et origine des microorganismes.

Numérotation

das errlirrras

Substrat
Concentration
du substrat

loll)

Tensioactifs C/N/P FH Bactéries

I carbazole 1 0 2,5 mUlP94
2.5 mUl P103

100/5/1 6,87 non ensemencé

I carbazole 10 2,5 ml/|P94
2.5 mUl P103

1 00/5/1 6,84 Agrobacterium sp.2

1 0 carbazole 1 0 2,5 ml/|P94
2.5  mUlP l03

100/5n 6,83 Corynebacterium sp.S

1 1 carbazole 1 0 2,5 mUlP94 1 00/5/1 6,S Agrobacterium sp.2
Corunebacterium so-S

't2 acide carbazole
monosulfonioue

5 100t20t4 6,52 Proteus vulgais

13 acide carbazole
monosulfonioue

5 loot20to,1 6,39 Proteus vulgaris

14 acide carbazole
monosulfonioue

5 100t20t4 6,25 Pseudomonas sp.S

1 5 acide carbazole
monosulfonioue

5 loot2Ùto,1 6,42 Pseudomonas sp.5

1 6 acide caôazole
monosulfonioue

5 100t20t4 6,27
non ensemencé

' L'etfet des tensioactifs P94 et P103 sur la solubilité du carbazole a été mesuré par

chromatographie en phase gazeuse (CPG 2) sur les phases Lll sec (cf. 3.7.8.1.) de deux milieux

stériles de I litre de même composition (C/N/P = 100/5/1 ; carbazole 10 g/l ; pH = 6,9) avec

et sans ajout des tensioactifs Pg4 et P103 (2,5 ml/l de chaque).
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' Les concentralions du carbazole dissous ont été mesurées sur les cultures 9, 10 et 11 et
sur feur témoln N' 8 du tableau 20 sur les clnq échantillons de 1 litre prélevés après 2, 3, 4, 6
et I jours d'incubation.

5.2.3. EVOLUTION DES CARACTERISTIOUES DES MIUEUX AU COURS DE I-A CULTURE

Cette étude a été menée sur quatorze cultures dont la source de carbone est le carbazole.
Elfes sont identiques à celles décrites dans le chapitre 5.2.4. (Tableau 20).

La partie soluble des milieux de culture a été étudiée en effectuant un balayage U.V. de 190 à
450 nm sur le spectrophotomètre UVIKON KONTRON. Ce balayage a été etfectué dans des cuves en
quartz sur un aliquot filtré sur 0,22 pm (filtration sous vide) des cultures âgées de 2,7 et 14

jours .

Les mesures sont comparées à celles d'un témoin de même composition mais sans substrat
(T et T') et à celles d'un témoin eau distillée (To).

5.2.4. EVOLUTION DU pH

Cette étude a été accomplie sur quatorze cultures dont la source de carbone est le carbazole.
Elles ont un volume de 150 ml, et sont préparées dans des erlenmeyers de 300 ml, fermés avec
du coton cardé.

Après ensemencement avec 1,5 ml de suspension bactérienne, les milieux de culture sont
agités à ralson de 150 tours/minute à la température de 20 + 2oC (Tableau 20).

Le pH a été étudié par relevé journalier à heure fixe à partir du jour de I'ensemencement et
ceci pendant 14 jours. Les mesures sont comparées à celles d'un témoin de même composition,
mais sans substrat. De plus, sur ces mêmes cultures, a été étudiée I'absorbance à 620 nm après
14 jours de culture.

L'évolution du pH a été aussi éludiée journalièrement pendant huit jours sur les cultures 8,
9, 10 et 11 du tableau 19, ayant comme source de carbone le carbazole, pendant sept jours sur
les cultures 5, 6 et 7 du tableau 18, ayant I'acide carbazole monosulfonique comme substrat.

L'évolullon du pH des cultures en présence des tensloactifs P94 st P103 a été étudiée sur
quatorze cultures de volume 150 ml et préparées dans des erlenmeyers de 300 ml, fermés avec
du coton cardé (Tableau 21).

Après ensemenoement avec 1,5 ml de suspension bactérienne, les milieux de culture sont
agités à raison de 150 tourgmlnute à la température de 20 t 2oC.
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Tableau 20 : Composition des milieux de culture et origine des inoculums d'ensemence-

ment.

Numéro de

la culture

Rapport

C/N/P

Goncentration
en carbazole

(o / l )

Origine de la
cul ture

bactérienne
17

(Témoin T)
01511 r 0 BAl

18 1 00 /1  00 /40 0 .5 BAl
19 1 00 /5  0 t20 1 BA1
20 100t25 /10 2 BA1
21 100t10 t2 5 BA1
22 100t5 t1 10 BA1
23

(Témoin T')
01511 r 0 BA2

24 100110t2 50 BA2
25 1 00 /5 /1 10 BA2
26 100t2 .5 /0 .5 20 BA2
27 100t1 t0 .2 50 BA2
28 1 00 /0  .625 t0 .12s 80 BA2
29 100/0 .5 /0 .1 100 BA2

17b is
ffémoin To)

0 0 BA1

' Les concentrations en azote et phosphore sont les concentrations qui seraient ajoutées
sl le milieu contenait 10 g/l de substrat.

Tableau 21 : Composition des milieux de culture et origine des bactéries.

Numéro des

cu l lu re s

Volume des ten-
sioactifs (mll

Rapport

C / N / P

Concentration
en carbazole

Origine
æs

baetériesP94 P1  03 (o / l )
30 o t5  t1 ' 0 BAl
31 0 .2 0 .2 o l 5 l 1 ' 0 BA1
32 0 .4 0.4 015 l1 ' 0 BA1
33 0.8 0 .8 o tE t l ' 0 BA1
34 0 l5 l  1 ' 0 BA2
35 0.2 0 .2 o  l 5 l 1 ' 0 BA2
36 0,4 0 .4 01511 ' 0 BA2
37 0.8 0 .8 0  t5  t1 ' 0 BA2
38 0.2 0 .2 1  00 /5 /1 5 BAl
39 0.4 0 .4 100 /5 /1 10 BA1
40 0.8 0.8 1 00 /5 /1 20 BA1
41 0.2 0 .2 100 /5 /1 5 BA2
42 0.4 0 .4 100 /5 /1 10 BA2
43 0.8 0 .8 1  00 /5 /1 20 BA2

' Les cpncentrations en azote et phosphore sont les concentrations qui seraient ajoutées

sl le substrat était à la concentration 10 g/1.
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5.3. RESULTATS : ASPECTS CINETIQUES DES CULTURES

Dans le précédent chapitre, seul I'aspect statique des cultures était abordé, puisque les dif-
férentes mesures n'étaient réalisées que sur un temps donné d'incubation.

Ce chapitre se propose, par contrs, d'étudier l'évolution des cultures bactériennss pour
montrer de quelle manière se comportent la croissance bactérienne, la dégradation du substrat et
le pH dans les milieux où la source de carbone est le carbazole ou l'acide carbazole monosulfoni-
que.

5.3. 1 . E1/OLL'TION DES CROISSANCES BACTERI ENNES

Les croissances bactériennes sont étudiées dans les milieux de culture ayant le carbazole ou
I'acide carbazole monosulfonique comme substrat.

L'étude de la croissance bactérienne est très importanle, puisqu'elle permet de montrer que
les bactéries testées sont capables d'utiliser la source de carbone comme substrat.

L'hétérogénéité apparente des essais qui sont regroupés dans ce paragraphe est liée à des
raisons historiques ; les conditions optimales de certains essais rapportés ici n'ayant été définies
que tardivement.

a) Substrat carbazole--:-=

Les croissances des bactéries Agrobacterium sp.2 et Corynebacterium sp. 3 ont été étudiées
dans les cultures ayant comme substrat le carbazole à 10 g/l (C/N/p = .|00/5/1) en présence
des tensioactifs P94 et P103 (cultures n" 9 et 10 ; Tableau l9).

Ces souches ont été cholsies à partir d'une culture mixte stable précédemment obtenue sur
substrat carbazole. Leurs croissances sont représentées respectivement sur les figures 130 et
131 .

L'évolution des populations bactériennes se présente en deux phases :

1" La phase de croissance exponentielle qui est achevée après trois jours de cutture.
2o lÂ phase plateau, au-delà de trols jours, pendant laquelte les populations n'évoluent

plus.

La phase de latence, précédant la phase de croissance sxponentlells, n'a été observée sur
aucune culture.



158

e46

fIEE DE LÊ CULTURE ( JOUR )

Flgure 130: Evolution de la croissance bactérienne de Agrobacteriumsp. 2 en fonc-

tion du temps. (Concentration en carbazole = 10 g/1, C/N/P = 1QOl5l1,
présence des tensioactifs P94 et Pl03, population bactérienne dans l'ino-

culum = 3 t 2 106 UFC/ml, volume de l ' inoculum 100 ml).

?46
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Figure 131 : Evolution de la croissance bactérienne de Corynebacterium sp.3 en fonc-

tlon du temps. (concentration en carbazole - 10 g/1, c/N/P = 100/5/1,
présence des tensioactifs P94 et Pl03, population bactérienne dans I'ino-

culum = 3 t 1 107 UFC/ml, volume de I'inoculum 100 ml).
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La phase de croissance exponentielle est caractérisée par le taux de crolssance p qui cor-
respond à la pente des courbes LnX = f(t) dans lesquelles X correspond à la population cellulaire
puisque d)Odt = pX dans la phase exponentielle.

Pour Agrobacterium sp.z F = 2,0 (t O,+; i- t

Pour Corynebacterium sp.3 F = 0,7 (t O,e; 1- t

Quant aux temps de génération, ils s'expriment comme I'inverse de croissance p suivant
f'équation g = Lnâlp.

Pour Agrobacterium sp.2 g = I (t lyh.
Pour Corynebacterium sp.3 g = 24 (t 21)h.

Le milieu de culture semble plus favorable à la croissance d'Agrobacterium sp.2 qu'à Co-

rynebacterium sp.3.

Le calcul du temps génération g confirme d'ailleurs cette observation.
Parallèlement a été étudiée la croissance de leur culture mixte (Agrobacterium sp.2+ Co-

rynebacterium sp.3 culture no 11 ; Tableau 19) dans un milieu de même composition.
La croissance bactérienne est représentée sur la figure 132.

e4
e3
?u

ê1

a46

ÊEE EE LÊ CULTURE {  JOUR }

Flgure 132: Evolutlon de la populatlon bactérienne de laculture mlxte Agrobacteriumsp,
2etCorynebacterlum sp.3 en fonctlon du temps. (Concentration en carba-
zole 10 g/1, C/N/P = 100/5/1, présence des tensloactlfs P94 et P103,
population bactérienne dans I'inocutum = 11 t 1 lOB UFC/mt, volume de
l' inoculum 100 ml).
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La croissance de la culture mixte évolue ditféremment de celle des cultures pures car, d'une
part une phase d'accélération de la crolssance est observée les deux premiers jours de culture, et,
d'autre part la croissance se poursuit jusqu'au huitième jour de culture, ce qui n'avait jamais été
observé avec les cultures pures.

Le taux de croissance p et le temps de génération g ont pour valeur p =2,3 (t 0,4) j'l et

9 -7 ( t l yh .
Les valeurs obtenues sont équivalentes au taux de croissance et au temps de génération de la

culture Agrobacterium sp. 2. Cependant, leur croissance en culture mixte montre un effet
apparent de synergie puisque la population bactérienne atteint 9.109 UFC/ml après huit jours de
cullure, alors qu'elle ne dépasse pas 107 UFC/ml avec les cultures pures.

Les bactéries semblent former une culture mixte capable de dégrader dans de meilleures
conditions le substrat carbazole.

Les populations moyennes des cultures, ensemencées avec les cultures mixtes provenant des
boues activées BAl et BA2, et contenant les tensioactifs avec ou sans substrat carbazole, sont ras-
semblées dans le tableau 22, atin de les comparer entre elles et avec les témoins sans tensioactif
et sans substrat.

L'ensemble des résultats culture par culture est rassemblé en Annexe 7.
Le tableau 22 montre que la croissance bactérienne est très importante dans les cultures

contenant du carbazole + tensioactifs P94 et Pl03, alors qu'elle est pratiquement inexistante
dans les cultures qui ne contiennent que les tensioactifs.

L'ajout des tensioactifs favorise la dégradation du carbazole, puisqu'après dix jours de cul-
ture, les populations bactériennes atteignent 1010 UFC/ml, alors qu'etles dépassent rarement
107 UFC/ml après quatoîze jours de culture sans tensioactif (cf.4.3.).

En définitive, les évolutions des croissances bactériennes ont permis de montrer que les
tensioactifs P94 et P103 :

- augmentent la biodisponibilité du carbazole,
- favorisent du même coup la dégradation du carbazole,

constituent un équilibre tensioactifs + carbazole qui conserve ses propriétés pendant

au moins quatoze jours de culture à toute concentration en carbazole et quelles que

soient les bactéries testées,
- ne sont pas toxiques pour les bactéries testées.
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Tableau 22 : Evolutlon des populations bactériennes des cultures ensemencées avec BA1
ou BA2 dont la composition varie en fonction de la présence ou de I'absence
des tensioactifs et du substrat carbazole.

Numéro des
cultures
étudlées

Composition en
substrat

et tensioactif
Provenance de

Itensemeneemênl

Population cellulaire (xl0 UFC/ml)
Après

ensemen-
cemênl

3 jours
après ense-
mêncâmênl

7 jours
après ense-
mencsmenl

10 jours
après ense-
mencement

30 et 34

sans tensioactifs
et sans substrat
Moyenne des ré-

sultats avec
BAl etBA2

0,7 t 0,2 0,5 t 0,2 0,6 t 0,3 0,3 t 0,2

38à40
avec tensioactifs
et avec substrat

BAl
0,8 t 0,2 6x41082 4r210E3 8r510E3

41 à43
avec tensioactifs
et avec substrat

BA2
4r1 1,3 t 0,2 10829r610E3 3+1 10E4

31 à33
35à37

avec tensioactifs
sans substrat

Moyenne des ré-
sultats avec
BAl etBA2

0,8 t 0,3 ND ND 0,7 t 0,3

ND:Nondéterminé.

Etant donné les avantages que présentent les tensioactifs de synthèse, ceux-ci seront utilisés
dans les milieux de culture qui seront analysés pour rechercher des produits de dégradation du
carbazole (cf. chapitre 6).

b) Substrat acide carbazole monosulfonique

L'analyse de la dfuradation de I'aclde carbazole monosutfonlque est eflectuée avec deux auties
espèces : Proteus vulgaris el Pseudomonas sp. 5.

En etfet, comme le chapitre 6.3.2.2.le montrera, Agrobacterlum sp,2etCorynebacterium
sp. 3 ne produisent pas des métabolites de Upe indole ; elles ont donc été abandonnées pour ces
essais.

Les crolssances des bactéries Proteus vulgarls el Pseudomonas sp.5 sur le substrat aclde
carbazole monosulfonlque (10 g/l) (cullures no 6 el7 ; Tableau 18) et dans les conditions C/N/P
- 10012014 sont représentées par les figures 133 et 134.
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(20 + 2'C) enFigure 133 :
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Flgure 134 : Evolutlon de la crolssance bactérienne en fonctlon de l'âge de la culture

ensemencée par Pseudomonas sp.5 (20 t 2"C).
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Pour un ensemencement initial de 6.103 UFC/ml des deux cultures, la croissance est plus
rapfde pur Proteus vulgaris puisque la phase d'accélération n'a pas été observée le premier

Jour de culture, à l'lnverse de la culture ensemencée avec Pseudomonas sp. 5.
Cependant, au bout du troisième jour de culture, les deux cultures atteignent une phase pla-

teau qui se situe pour chacune aux alentours de 2.106 UFC/ml.

Les croissances bactériennes ont aussi été étudiées sur le même substrat (5 g/l) dans des
fermenteurs de cinq litres ensemencés avec Prcteus vulgaris et Pseudomonas sp.5. Deux milieux
de composltions ditférentes C/N/P 10012014 et C/N/P 10012010,1ont été testés pour chaque
bactérie.

Les croissances de Proteus vulgaris (cultures no 12 et 13;Tableau 19) sont représentées
sur la figure 135 et celles de Pseudomonas sp.5 (cultures no 14 et 15 iTableau 19) sur la
figure 136.

En comparant les croissances des bactéries Proteus vulgaris el Pseudomonas sp.5 dans les
ditférents milieux étudiés (Figures 133, 134, 135 et 136) plusieurs observations peuvent être
faltes :

. dans les fermenteurs de 5 litres, une phase de latence très importante est observée pour
les deux espèces bactériennes, à I'inverse des cultures en erlenmeyers. ll est possible que cette
phase soit en relation avec la taille des réacteurs et une oxygénation du milieu non contrôtée (Fi-
gures 144 el 145) ;

. les milieux carencés en phosphore semblent présenter un effet légèrement défavorable à la
croissance des bactéries puisque la phase de latence est plus importante de 24 heures pour
Proteus vulgaris, ainsi que pour Pseudomonas sp.5. ;

. la phase exponentielle de croissance débute plus rapidement dans les milieux de culture
ensemencés avec Prcteus vulgaris; cependant, les cultures ensemencées anec Pseudomonas sp. S
rattrapent leur retard les jours suivants.

Les taux de croissance p et les temps de génération g des quatre cultures (milieu de compo-
sltion C/N/P = 10012014, ensemencé avec Proteus vulgaris et Pseudomonas sp. 5) sont
rassemblés dans le tableau 23.



164

17

L 16
H

P 15
0

Û 
1-l

I
E t:
T
?

ô l i
H
u 1l
F
c l [
/

u
L

ta
Èi;E BE LA

LOO/20/O, r .

34

ÊULTURE ( JOUR )

Eignrc-LllE: Evolution de la croissance bactérienne dans deux milieux de composition

différente ensemencés par Proteus vutgarls (température d'incubation 20 t

t7
1Ë

t5

3'c).

roo/ 20 / q

\oo /20 /O,4 ,

AEE BE LÊ CULTURE ( JBUR }

Evolution de la croissance bactérlenne dans deux mllleux de composition

dltférente ensemencés par Pseudomonas sp' 5 (températurs d'incubation

20r 3"c).

L
N

P
û
P
U
L
È
T
I
0
H
u
F
c
/

l[
L

t4

13

1e
1t

1B

I

I

Elgttre-Lllô:



165

Tahleau 23 : Taux de croissance p et temps de génération g.

Microorganismes

biodéoradateurs
C/N/P

Volume de
la culture

( m l l

Tauxde
croissance p

- t lEta

Temps de
génération

o (h)

Proteus vulgaris 10012014
150

5000

3,7 t 0,7

5.2 x 0.7

4,5 t 0,7

3.2 ! 0.4

Pseuûmonas sp.S 100t20 t4
150

5 0 0 0

2,3 t 0,4

2,2 t 0,4

7,2 t 0,8

8r1

Le tableau 23 montre que les taux de croissance des bactéries restent du même ordre de
grandeur quel que soit le fermenteur utilisé et quelle que soit la concentration du substrat (109/l
pour les cultures de 150 ml, 5g/l pour les cultures de 5000 ml).

f f apparaît, que le taux de croissance de Pseudomonas sp. 5 est environ deux fois plus
important que celui de Proteus vulgaris.

Les taux de croissance des cultures dans les conditions C/N/P 10012010,1 n'ont pas été
calculés puisqu'il n'a pas été possible d'observer la phase plateau ou de ralentissement sur !a pé-
rlode d'étude de cinq jours, la phase de latence ayant été importante.

5.3.2. DEGRADATION DES SUBSTRATS

Ce chapitre a pour but de montrer que les bactéries sélectionnées dans ces études sont
capables de dégrader le carbazole en absence et en présence des tensbactifs, et son acide sulfoni-
que.

a) Substrat carbazole:

Ce chapitre se présente en trois parties. La première partie présente les résultats obtenus
avec une méthode d'analyse simple mais très globale, décrite dans le chapitre 5.2.3. et qui cor-
respond à l'étude de l'évolution de I'absorption U.V. des mllleux de culture débanassés de toutes
matlères en suspension.

La seconde partle montre l'etfet des tensioactifs dans les mllleux de culture ayant le carba-
zole comme source de caôone.

La trolslème partle présente des résultats exprimés en quantlté de carbazole biodfuradé se-

bn la métlpde d6crite dans le chapitre 3.7.8.1..
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nro,nln"iÏTï::::îîiî.:'.dïl'-*'me subsrrar re carbazore (rableau 20) a été
Les spectres u'V' des cultures ensemencées avec fa curture mixte obtenue après traitement

ï,ïï:ilï::;L';:i:jïJ:ïJî;i:fi*es 137, 138 e, 13e, er ceux des cu,,ures
Les spedres u'v' des cuftures après deux jours de cuftures (Figures rgz et i40) sont ca-ractéristiques du spectre u'v' du carbazore sorubirisé dans leau et biodisponibre.Quant à la forte densité opligue observée de 1g0 à 2oo nm, ete est due aux sets minérauxdissous dans I'eau' En effet' cette densité optique érevée a été mesurée sur re témoin T (mifieureconstitué + bactéries' sans carbazole, culture n" fi)et avait pour vareur D.o. = l,Tgtandisqu'elle était rès faible dans le témoin To de même composition, mais sans sers minéraux (Figure149)' Le témoin avec carbazole mais sans bactérie n'esr pas représenté sur res figures ; cepen_dant' il présente fe même spectre gue ceux obtenus après 2 jours de cufture (Figures 137 et1 40).

Les figures lgg et 139 représentent les spectres U.V. des cultures sept jours après leurensemencement' ra comparaison avec res spectres des curtures âgées de deur .milieux ont évotué et que les spectres ne sont prus caracrérisriques o, ,.ro*li:iirrïltre 
que fes

une absorption très élevée (maximum entre 210 et æo nm) est caractéristigue des mi-lieux à 10,20 et so g/ de carbazore en suspension dans ff:: ::li.i::intense. 
veePErrùrerr qans lesquels se développe une coloration ocre

Ainsi' les spectres montrent que fe carbazore est utirisé comme substrat dans tous tes mi-lieux de culture' qu'ils soient ensemencés avec BA1 ou BA2 et que res bactéries excrètent des mo_lécules qui absorbent en U'v' ces molécules, présentes à r,état sotubre dans fe mirieu de curture,possèdent des sites d'insaturation et peuvent @rrespondre à des produits de dégradation du carba-zole.

Les résultats obtenus ne peuvent pas être tiés à des probrèmes de décantation. En effet, resspectres sont stabtes dans te temps' cela prouve gue toutes res particures ont fini de décanter ;
quant aux matières en suspension' elles arrêtent obtigatorrement toutes res rongueurs d,ondesémises et ne psuvent donc absolument pas interférées sur ra forme des spectres observés.Les flgures 139 et 142 représentent les spectres u.v. des curtures guatorze jours aprèsleur ensemencement. Comme pour les deux figures 137 et 141, les spectre, ob,rnrc ne sont pluscaracléristiques du carbazote et la prupart sont caractérisés par une absorptron érevée.
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Les cultures à 10 g/l de carbazole ensemencées avec BAI ou BA2 présentent l'évolution la
plus rapide, et souvent la plus importants par rapport aux autres milieux. En suivant l'évolution,
en fonction de l'âge de la culture, de la densité optique à la longueur d'onde de 254 nm caractéris-
tique des noyaux aromatiques, la figure 143 montre que la densité optique à ZS4 nm augmente
jusqu'au septième jour de culture pour ensuite se stabiliser ou diminuer selon la culture mixte
utilisée (respectivement BA1 et BA2).

4.4

3.5

3.8

2.5

e.8

1.5

1.8

.5

0
g?468tgL?14

â68 OE LA CULTURE ( JT}UR )

Figure 143 : Evolution de la densité optique à254 nm en fonction de l'âge des deux cuttu-
res à 10 g/l de carbazole ensemencées respectivement avec les cultures
mixtes de BA1 et de BA2.

La diminution de densité optique observée sur les cultures ensemencées avec la culture
mixte provenant de la boue activée BA2 indique que la composition des milleux de culture a évolué.
Ainsi, il semble que les milieux de quatorze jours contiennent moins de structures aromatiqùes
que ceux de sept jours.

Le changemsnt de composition du milieu est confirmé par la présence dans les milieux de
quatorze iours, d'un composé soluble noirâtre absent dans les cuttures âgées de sept jours. Les
bactérles ont donc excrété d'autres molécules dans le milieu de culture.

En déflnltlve, cette étude montre que les bactéries excrètent, dans tes mllleux de cultures,
différentes molécules qui absorbent en U.V. et qul correspondent à des prodults de dégradation du
carbazole.
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Aussi dans la culture mixte, les activités métaboliques de dégradation du carbazole par les
souches pures Agrobacterium sp.2 el corynebacterium sp. 3 s,additionnent.

Les mesures par chromatographie en phase gazeuse (cpc 2) de la concentration en carbazo-
le dans deux milieux stériles de même composition, avec ou sans tensioactif, ont montré que laconcentration en carbazole dissous, i.e. immédiatement biodisponibte, est neuf fois plus impor-
tante en présence des tensioactifs P94 et Pl03 qu'en leur absence (Tableau 24).

Tableau 24: Concentration en cabazole dissous.

Le carbazole qui n'est pas dissous dans |,eau est
. soit en suspension
. soit adsorbé sur les microorganismes.

L'étude de l'évolution du carbazole dissous a été menée sur trois milieux de culture supplé-mentés en tensioactifs (C/N/P. = 1ootïtl, 10 g/l de carbazole) ensemencés respectivement
avec Agrobacterium sp. 2 (Figure 1441, corynebacterium sp.3 (Figure 145) et leur culturemixte (Figure 146).

Le carbazole a été mesuré par chromatographie en phase gazeuse (cpc 1) sur les extraitsdlchlorométhane (Figure 1 17) après filtration sur 0,22 u,m pour éllminer tes bactéries et lecarbazole en suspension. Les mesures présentées sur tes figures 1u à146 ne permenent pas demesurer le carbazole en suspension ou adsorbé. Les écarts-types présentés sur les figures 144 à146 conespondent aux écarts-types liés à la mesure chromatographlque.

En comparant les trois figures, il apparalt que la clncenration en carbazole dissous évolue
simllalrement quel que soit le microorganisme testé. La concentratlon diminue les premiers
jours, augmente jusqu'au quatrième jour, pour ensuite dlminuer.

b)

9 ,2  t  1 ,5

P103 = 0
1 ,0  t  0 ,2
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Figure 144 : gvotution de la concentration en carbazole dissous en fonction de l'âge de la
culture ensemencée avec Agrobacterium sp.2 (culture no 9).
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Figure 14S : Evolution de la concentration en carbazole dissous en fonction de l'âge de la
culture ensemencée avec Corynebacterium sp. 3 (culture n" 10).
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Evolution de la concentratlon en carbazote dlssous en fonction de l'âge de la
culture ensemencée avec la culture mlxle Agrobacbrtum sp.2 et Coryne'
bacterlum sP. 3 (culture no 11).
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Les courbes présentées sur les trois figures correspondent à la résultante de deux phénomè-
nes antagonistes :

- Dissolution du carbazole
- Blodégradation du carbazole dissous,

et ne correspondent pas à la valeur de la solubilité du carbazole dans te milieu de culture à I'ins-
tant de la mesure.

Si les évolutions de la concentration en carbazole sont comparées à celles de la croissance
bactérienne des mêmes cultures (Figures 130, 131, 132), i l  s'avère que la concenlration en
carbazole reste faible pendant la phase de croissance exponentielle des bactéries, est la plus éle-
vée pendant la phase de ralentissement de la croissance bactérienne, puis diminue lorsque les
bactéries ont atteint leur phase plateau.

ll semble que le carbazole puisse être biodégradé par les bactéries lorsqu'elles sont en pha-
se de croissance exponentielle et en phase plateau. Cette même observation a été faite lors de
f'étude de fa dégradation de I'acide carbazole monosulfonique par Proteus vutgaris el pseudomonas

sp. 5 (Tableau 271.

L'ensemble des mesures montre que la biodisponibilité du carbazole est plus importante
dans les milieux de culture avec les tensioactifs Pg4 et pl03;cependant, un effet synergique est
observé puisque la concentration en carbazole dissous peut atteindre S0 mg/|, alors qu'eile ne dé-
passe pas 10 mg/! dans des milieux stériles avec tensioactifs. Mesures effectuées sur 1S échan-
tillons de même composition prélevés à des jours ditférents dans des conditions de température de
20 + 3oC, parallèlement aux échantillons prélevés dans les milieux de culture étudiés. Ces varia-
tions de solubilité ne peuvent être liées à un effet de température (20 + BoC), les témoins n'ayant
jamais permis d'observer de telles variations (usqu'à S0 mg/l).

Cette augmentation de concentration est probablement due aux bactéries testées qui possè-
dent un pouvoir de solubilisation des hydrocarbures (biotensioactif, paroi hydrophobe...) (cf.
chapi t re 2.7.1.1.

Ces mesures montrent, une fois encore, que le carbazole est utitisé comme source de carbone
par les bactéries.

La quantité de carbazole dégradée par les souches pures Agrobacterium sp.2, Corynebacte-
rium sp.3 et leur culture mixte (cultures no 9, 10 et 11 du tableau 19), pour les cultures rèa-
llsées dans les mllieux ayant un rapport C/N/P = 100/5/1 à la cpncentration de 10 g/l de
carbazole, a été mesurée et calculée par différence après avolr mesuré la quantité de carbazole
dans le témoin de même composition (culture n" 8) et dans les cinq échantlllons de 1 litre de cha-
cune des cultures étudiées.

La masse de carbazole insoluble Q Sl, obtenue par le traitement décrit dans le chapitre
3.7.8.1., est mesurée sur la phase Sl et la masse de carbazole soluble Q Lll sec sur la phase Lll
sec. l-a somme des mesures obtenues dans les deux phases et sur les cinq échantillons de 1 litre
donne la masse totale de carbazole non biodégradable Q ND pour chaque culture.
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oND=>T o$+>T eLusec.

Pour le témoin, la quantité de carbazole est :

Q ND Témoin - Q Sl Témoin + Q Lll sec Témoin.

La quantité de carbazole dégradée dans la culture est :

Q D = Q N D T é m o i n - Q l D

eD=estTemoin - !,f est + e Lt! sec Témoin - > i e Ltt sec.

Q ND correspond à la somme des quantités de carbazole non dégradé des cinq échantillons
prélevés dans chaque culture et non pas simplement à la quantité contenue dans le cinquième

échantillon, parce que le milieu de culture n'est pas homogène à cause de la quantité de carbazole
solide en suspension.

Malgré I'agitation imposée, il reste toujours plus de carbazole au fond du fermenteUr I de ce
fait, dans le dernier échantillon prélevé, la quantité de carbazole en suspension est toujours
beaucoup plus élevée que dans les autres échantillons.

Les résultats sont rassemblés dans le tableau 25 et les éléments ayant permis de les calcu-
ler dans I'Annexe 6.

Tabfeau 25 : Quantitê de carbazole dégradé Q D pour les cultures ensemencées avec Agro-

bacterium sp. 2, Corynebacterium sp. 3 ou avec leur culture mixte (cultu-

res no 8, 9, 10 et 11 du tableau).

Bactéries

lestéas

Q ND Témoin

(o) (n" 8)

\ r5  QSIu1

{o)

Y 5 Q Lllsec
t 1

{ol

QD

(o)
Agrobactedum sp.z

fno 9l
49,2t0,8 48,0 t 0,9 0,041 t 0,007 1 ,2  +  1 ,7

Corynebactertum sp.3
(n '10)

49,2 t 0,8 47,7 t .0 ,7 0,08 t 0,01 1 ,5  t  1 ,5

Agrobacterium sp.2
Corynebacbrtum sp.S

(n' 1 1)
49r l 46r1 0,072 t 0,003 3 t2

Les écarts-types présentés dans le tableau 25 intègrent I'erreur de mesure chromatogra-
phlque (CPG 1) et I'addition des erreurs de mesure sur les 5 échantillons de 1 litre.

Seuls les résultats obtenus avec la culture mixte montrent avec certltude que le carbazole a
bien été utillsé comme source de carbone.
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Les pourcentages de carbazole dégradé par rapport à la quantité initiale ajoutée sont tes
suivants :

Agrobacterium sp.2

Corynebacterium sp.3

Agrobacterium sp.2
+

Corynebacterium sp.3

2,4o /o

3 ,0o /o

6 ,oo /o

c) Substrat acide carbazole monosulfonlque

La dégradation de I'acide carbazole monosulfonique par les souches pures Proteus vulgaris el
Pseudomonas sp.5 a été étudiée pour les cultures réalisées dans les milieux ayant un rapport
C/wP = 10012014 el 100t20t0,1 à la concenlration de 5 g/l de substrat (cultures 12, 19, 14
et 15 ; Tableau 19).

Les évolutions des concentrations en aclde carbazole monosulfonique sont représentées res-
pectivement sur les figures 147 el 149 et celles des concentrations en hétérocycles par les figu-
res 148 et 150.

La comparaison des résultats obtenus pour chacune des cultures indique que les deux techni-
ques de dosage (HPLC chapitre 3.7.9.3 et la méthode au Xanthydrol chapitre 9.7.S) donnent des
résultats slmilaires, prouvant ainsi que l'évolution des concentrations en hétérocycles suit celle
des concentratlons en acide carbazole monosulfonique.

Ces deux techniques ont donc une fiablllté similaire st peuvent ainsi être utilisées I'une
comme l'autre pour étudier l'évolution des milieux de culture.
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Figure 147 : Evolutlon du logarithme de concentration en acide carbazole monosulfoni-

que en fonction de l'âge des cultures ensemencées avec Proteus vulgaris.
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Flgure 148 : Evolutlon du logarithme de la concentratlon en hétérocycles en fonction de

l'âge des cultures ensemenc6es avec Proteus vulguis.
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Figure 149: Evolution du logarithme de la concentration en acide carbazole monosulfoni-
que en fonction de l'âge des cultures ensemencées avec Pseudomonas sp. S.
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Figure 150 : Evolution du logarithme de la concentratlon en hétérocycles en fonction de
l'âge des cultures ensemencées avec pseuûmonas sp.S.
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En ce qui concerne la biodégradation du substrat, quelle que soit la bactérie, il apparaîtqu'au bout de cinq jours de culture, le substrat acide carbazore monosulfonique est consommé enpfus grande quantité dans les milieux C/N/p = 1e012010,1 que dans les mitieux C/N/p. =
10012014 ensemencés avec tes mêmes bactéries (Tabreau 26).

Tableau 26 : Pourcentage d'acide carbazole monosulfonique consommé par proteus vutga-
rts er Pseudomonas sp. 5 dans res différents mirieux étudiés.

lf semble que les milieux carencés en phosphore (C/N/p = 100t2010,1) permettent une
meilleure dfuradation du substrat carboné. cependant, clmms cela a été montré auparavant surfes figures 144 et 145, ces mêmes mitieux sont moins favorabres à la croissance bactérienne que
fes milieux C/N/p = 1OOtZOt4.

Aussi I'acide carbazole monosulfonique, en milieu carencé en phosphore, est utilisé par lesbactéries pour se multiplier, pour produire du co2, mais aussi pour relarguer des produits solu-
bles qui nous intéressent.

Toutefois' comme les graphes le montrent, une certaine partie du substrat est dégradée
avant d'observer la croissance bactérienne et une autre pendant la phase plateau de la population
bactérienne.

Le tableau 27 rapprte les quantités de substrat consommées avant et après la croissance
exponentiefle des bactéries Proteus vulgaris et Pseudomonas sp. s dans les différents milieux de
culture' ll apparaît que les pourcentages d'acide carbazole monosulfonique consommés avant
croissance des bactéries sont beaucoup plus élevés dans les conditions de milieu de culture caren-
cé en phosphore (c/N/P = lool2oto,1) que dans les conditions de carence en carbone (c/N/p =
100120141' Les milieux carencés en phosphore nous intéressent au plus haut point car ils mon-trent qu'un lmportant pourcentage du substrat est dégradé pour la maintenance des bactéries, cequi doit permettre la production de co2 et le relargage de métabolltes dans le milieu de culture. ll
est' de ce fait, très probable que ce soit dans ce type de miileu de culture que nous ayions le plus
de chance de rencontrer des motécures de structure indorique.

i l ieu
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Tableau 27: Evolution des pourcentages d'acide carbazole monosulfonique consommé
avant et après ra croissance bactérienne des bactéries.

ND:Nondéterminé.

5.3.3. EVOLUTION DU PH

La pHmétrie est une technique simple et fiable qui permet de mesurer de façon sensibreI'acidité ou la basicité de toutes sortes de milieux aqueux. c'esr pourquoi, cette technique a été uti-lisée pour mettre en évidence des variations de composition des milieux de cutture, variations quiseront significatlves d'une activité biochimique.
ces analyses ont été effectuées sur des milieux de culture de compositions différentes, ense-mencés avec des cultures pures ou mixtes et avec comme substrat re carbazore ou son dérivésulfoné.

ce chapitre est présenté en deux parties, chacune d'elles étant fonction du substrat utilisé :le carbazole et I'acide carbazole monosulfonique.

a) Substrat carOazole

Les mesures de pH ont été effectuées sur treize milieux de culture (Tableau 20) dont lesquantltés ajoutées en substrat carbazole varient entre 0 et l oo g/1.
Les évolutlons des cultures ensemencées par les cultures mlxtes des boues activées BA1 etBA2 sont respectrvement représentées par res frgures lsr et rs2.

Microorganismes
biodégradateurs

monosulfonique
mé avant croissance

% d'aclde carbazole
monosulfonique

mé après croissance

100 t20 t
100 t20 t4
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Figure 151 : Evolution du pH des cultures (n'17 à221ensemencées avec BA1.
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Floure 152 : Evolutlon du pH des cultures (no 23 à 29) ensemencées avec BA2.
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Les deux figures montrent que l'évolution du pH d'une culture ayant le carbazole comme
substrat peut se présenter en quatre parties :

- La première partie (observable uniquement sur la figure l5l) se caractérise par
une chute du pH pouvant atteindre 0,15 unités, 24 heures après ensemencement. Cette variation
n'a été observée que sur les plus fortes concentrations de carbazole en suspension (2 - S et 10
g/l) ensemencées avec la culture mixte de la boue activée BA1 et semble indiquer que le carbazole
pulsse être blodégradé avant croissance bactérienne. En tout cas, oette varlatlon du pH semble
rapidement compensée puisque, dès le deuxlème jour, les cultures retrouvent des valeurs simi-
laires aux pH initiaux.

- La deuxième partie se caractérise par une évolution du pH des cuttures qui est simi-
laire à celle des témoins (0 g/l de carbazole) et ceci jusqu,au

. dixième jour pour les cultures ayant 0,5 à 5 g/l de carbazole en suspension
(Figure 1St )

. huitième jour pour les cultures ayant 10 g/l de carbazole en suspension
(F igure 151)

. sixième jour pour les cultures ayant 5 à 100 g/l de carbazole en suspension
(Figure 152).

Cette période sans variation du pH peut être considérée comme correspondant à une phase de la-
tence pour les microorganismes ou encore à une phase d'adaptation.

' La troisième partie se caractérise par une tégère diminution du pH par rapport aux
témolns. Cette diminulion est surlout apparente pour les cultures ayant une concentration en car-
bazole en suspension supérieure ou égale à 10 g/l (cultures no 22,25 ,26,27,2g et 2g).
Plus la suspension en carbazole est importante, plus cette variation tarde. C'est pourquoi, comme
le montre la figure 152, un décalage dans les variations de pH permet de caractériser chaque
culture.

' La quatrième partie se caractérise par une augmentation du pH du onzième jour au
quatozlème iour. Le fait que tous les pH soient supérieurs à celui du témoln au quatorzième jour
traduit une activité bactérienne dépendante de la concentration en carbazole alouté dans les mi-
lleux dE culturs, comme le montre la flgure 153 rapportant les vateurs du pH des différentes
cultures après quatoze jours d'incubation.
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Figure 153 : Evolution du pH en fonction de ditférentes quantités de carbazole ajoutées

dans des cultures incubées pendant quatoze jours.

Au quatorzième jour d'incubation, le pH augmente de façon linéaire en fonction de la quantité

de carbazole mise en suspension selon l'équatlon :

Y (PH) = 0,055 X [carbazole g/l] + 6,95

| = 0,8734 significatif à 0,01 pour n = I

et ceci jusqu'à la concentration de 10 g/1. L'ajustement au modèle Y = AX + B a été accepté

avec un risque d'erreur de 0,01 par le test du F de Snedecor (Fth = 12,25 ; Fcalc = 22,521 el du
T de Student (Tth = 3,50 ; Tcalc = 4,741.

De plus, I'observation montre que les valeurs de pH au quatorzième jour sont semblables

entre 20 et 80 g/l de carbazole et diminuent pour des concentratlons supérieures.

Les variatlons de pH sont donc les plus importantes pour les mllieux contenant plus de 10
g/l de carbazole (pH initiaux = 6,87 t 0,05), et ce jusqu'à 80 g/1.

La culture à 10 g/l de carbazole (C/N/P = 100/5/1) correspond au milieu de culture dans

lequel la productlon de métabolites alcalins est la plus élevée par rapport à la quantité initiale de

carbazole mlse en suspension.
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L'étude des produits de dégradation sera effectuée, de ce fait, sur des cultures ayant les mê-
mes caractéristiques de composition (rapports C/N/P = 100/5/1 pour une suspension de carba-
zole à 10 g/l).

Parallèlement à ces mesures de pH, ont été effectuées des mesures d'absorbance à 620 nm
et, comme le pH, ce paramètre évolue comme une fonclion de la quantité de carbazole en suspen-
sion, et ceci quatorze jours après I'ensemencement (Figure 1g+).

g ÊB 4E 6B 8B lgB
CDHCEHTRÊT I  OH CARBÊZOLE ( G/L )

Figure 154: Evolution de I'absorbance à 620 nm en fonction de différentes quantités de
carbazole ajoutées, dans les cultures de l4 jours.

La mesure d'absorbance à 620 nm exprime principalement la turbidité du milieu et traduit
ainsi le développement d'une population bactérienne.

Après quatorze jours d'lncubation des dlfférents mltieux testés, t'absorbance augmente de
façon linéaire en fonction de la quantité de carbazole mise en suspension seton l,6quation :

Y (Absorbance à 620 nm) - 0,0243 X [carbazole g/l] + 0,008

I - 0,995 slgniflcatif à 0,01 pour î = 7

et ceci jusqu'à la concentration de 20 gll. L'ajustement au modèle Y = AX + B a été accepté
avec un rlsque d'erreur de 0,01 par le test du F de Snedecor (Fth = 16,26 ; Fcalc = 538,5) et
par fe test du T de Student (Tth = 4,032; Tcalc = 23,201.
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Pour des concentrations de carbazole supérieures à 20gtl les valeurs d'absorbance se stabi-
lisent entre 0,5 et 0,6 unité de densité optlque, soit parce qu'il y a carence d,un des produits
nutritifs (azote ou phosphore), soit parce que la concentration élevée en carbazole produit un
effet toxique sur les bactéries.

Par rapport aux mesures de pH, les conclusions sont relativement semblables. ll semble que
les cpnditions de croissance bactérienne et d'activité métabolique soient optimales pour les sus-
pensions de carbazole comprises entre 10 et 20 g/1.

b) SULslrat carbazole + tensioactifs. t <  -

Sl I'ajout des tensioactifs P94 et PlOg ne permet pas d'observer une évolution du pH des
cultures, ditférente de celle déjà observée dans les cultures ayant te carbazole comme subsrrat
(Flgures 151 et 152), trois phénomènes nouveaux sont cependant mis en évidence :

- Le premier représenté par la figure 155 montre gue, guelles que soient les quanti-
tés initiales de carbazole mises en suspension, les évolutions des pH sont semblabtes dans les
cultures ensemencées par une culture mixte.
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Figure 155 : Evolution du pH en fonction de l'âge des cultures, ayant une suspension de S,
10,20 g/ l  de carbazole (cul tures no 38,99,40; Tabteau 21),  ensemen-
cées avec la culture mixte obtenue à partlr de BAl (C/tl/P = 1OO/S/1).
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' Le deuxième montre que l'évolution du pH en fonction de l'âge des cultures, évolue de
la même façon quelle que soit la culture mixte (BA1 ou BA2) utilisée (Figure 156).
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Figure 156 : Evolution du pH en fonction de l'âge des cultures ayant une suspension de
10 g/l de carbazole (cultures no 39 et 42;Tableau 2l) ensemencées avec
BA1 et BA2 (C/N/P = 100/5/1).

' Le troisième représenté par la figure 157, montre que la phase de latence pendant
laquelle le pH de la culture ne varie pas, est plus courte (d'au moins trois jours dans le cas des
suspenslons de carbazole à 10 g/l) dans les cultures avec tensioactifs.

Le pH de la culture avec tensioactifs évotue de ta même façon que la culture sans tensioactifs,
tout en conservant le décalage initial observé sur les phases de latence.

Les trois témoins sans carbazole mais avec tensioactifs (cultures no 31, 32, 33 ; Tableau
21) évoluent de la même façon que le témoin sans substrat et sans tensloactif (culture n. S0 ; Ta-
bleau 21).

Cette observation montre que les tensioactifs P94 et P103 n'influent pas directement sur
l'évolutlon du pH. L'évolutlon du pH des autres cultures est due unlquement à la d6gradatlon du
carbazole ; de ce fait, le décalage observé dans les cultures avec tensloactifs, par rapport aux cul-
tures sans tensioactlf, indlque que I'actlvité métabollque de dégradation du carbazote est plus
rapide en présence des tensioactlfs P94 et P103.
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Figure 157: Evolution du pH en fonction de l'âge des cultures no 25 (Tableau 20) et 99
(Tableau 21) ayant pour substrat le carbazote (10 g/l) et ensemen-
cées avec BA2 (C/N/P = 100/5/1).

Toutes ces observations montrent que le système tensioactifs + carbazole conserye ses pro-
priétés (cinétique de solubilisation du carbazole) durant les quatorze jours de culture, puisque

- la solubilisation du carbazole n'est jamais totale (un dépôt de carbazole au fond des
cultures est toujours observable),

- l'évolution du pH reste identique quelles que soient les quantités initiates de carba-
zole et quels que soient les microorganismes utitisés.

De plus, le but de I'utilisation des tensioactifs de synthèse semble atteint, puisque les évo'lu-
tions de pH montrent que la dégradation du carbazole est plus rapide en présence des tensioactifs.

En fait, il semble que le type d'évolution présenté sur les figures 155 et 156 soit caracté-
ristique de la dégradation du carbazole par une culture mixte. En etfet, sl ce schéma est effective-
ment observé lors de la dégradation du carbazole par la culture mlxte Agro bacterium sp, 2 el
Corynebacterium sp.3 (culture n" 11) (Figure 158), il n'est pas retrouvé lors de l'étude de
leur culture pure (Figures 159 et 160) (cultures n.9 et 10).

Pour Agrobacterium sp. 2 (Flgure 159), après une légère dlminution du pH te premier
jour, celui-ci augmente les jours suivants pour évoluer en dents de scie.
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Figure 158: Evolution du pH de laculture ensemencée aveclaculture mixte Agrobac-

terium sp.2etCorynebacterium sp.3 (C/NIP = 100/5/1 ; 10 g/l de car-

bazole en suspension).
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Evolution du pH de la culture ensemencée avec la culture pure Agrobacte-

rium sp. 2 (C/N/P = 100/5/1 ; 10 g/l de carbazole en suspension).
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Figure 160 : Evolution du pH de la culture ensemencée avec la culture pure Corynebac-

terium sp.3 (C/NIP = 100/5/1 ; 10 g/l de carbazole en suspension).

Pour la culture Corynebacterium sp. 3, après une légère augmentation du pH jusqu'au qua-
trième jour, le pH diminue de 0,2 unité jusqu'au huitième jour (Figure 160).

Ces mesures montrent que la dégradation du carbazole avec une culture mixte ne permet
pas une production de métabolites extracellulaires similaire à celle obtenue avec une cutture bac-
térienne pure.

c) Substrat acide carbazole monosulfonique

Les variations de pH des cultures ayant I'acide carbazole monosulfonique ont été étudiées
sur des milieux de rapport C/N/P - 10012014, de pH initial 6,2 et ensemencés par les souches
pure Proteus vulgaris et Pseudomonas sp,5.

La concentration en acide carbazole monosulfonique est de 5 g/l dans chaque culture'et
s'avère non toxique pour les bactéries (Figures 133 et 184).

Les variations de pH des deux cultures sont représentées respectlvement sur les figures
161 et 162.

Le pH de la culture ensemencée avec Proteus vulgaris (Figure 161) diminue pendant les
trois premiers jours pour ensuite se stablliser. Par contre, avec la culture ensemencée avec
Pseudomonas sp,5, le pH évolue de manière tout à fait opposée. En effet, après avoir été stable
pendant les trois premiers jours de culture, il diminue par la suite.
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Figure 161 : Evolution du pH en fonction de l'âge de la culture (no 6 ; Tableau 19) ense-

mencée avec Proteus vulgaris.
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Figure 162 : Evolution du pH en fonction de l'âge dE la culture (no 7 ; Tableau 19) ense-

mencée avec Pseu&monas sp.5.
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Dans les milieux de culture ayant pour substrat I'acide carbazole monosulfonique, le pH tend
à diminuer en fonction de l'âge des cultures et ceci quels que soient les microorganismes testés.

La diminution de pH peut être due, comme le prévoit la bibliographie (cf. 2.7.3.3.), à la
libération dans le milieu de culture des groupements - SOg', sous forme sulfonate ou sulfate lors
de la dégradation de I'acide carbazole monosulfonique, au relargage de protons par tes bactéries
lors de leur activité métabolique, ou bien encore à la production de métabolites polaires dans le
milieu de culture.

La diminution du pH est caractéristique de I'activité bactérienne.

5.4. DTSCUSSTON

5.4.1. OPTIMISATION DES MILIEUX DE CULTURE

Ce chapitre a permis de montrer que les cultures ayant comme substrat le carbazole ou
I'acide carbazole monosulfonique sont sensibles à I'action des ditférents facteurs nutritifs et
physico-chimiques.

C'est ainsi que quatre paramètres ont été étudiés pour optimiser la croissance des bactéries
avec le substrat acide carbazole polysulfonique :

la quantité ajoutée en substrat
la concentration en azote
la concentration en phosphore

le pH init ial.

Quant aux autres paramètres intervenant dans la croissance bactérienne comme tes concen-
trations en calcium, magnésium et sulfate, ils ont été initialement contrôlés. Seule la concentra-
tion en orygène dlssous ne I'a pas été.

Le choix des concentrations en carbone, azote et phosphore demeure le paramètre le plus
important dans l'6tude des cultures. En effet, les activités métabollques des bactéries peuvent va-
rier en fonctlon des concentrations de ces trois éléments fondamentaux et, de ce falt, I'opilmisa-
tion des conditions de culture doit permettre une production maximale ou minimale de biomasse,
ou une dégradation maximale du substrat carboné, ou une production maximale de métabolites, ou
encore leur combinaison.

ll faut, de ce fait, s'attendre à ce que certaines conditlons de rapport C/N/P favorisent la
croissance bactérienne, tandis que des rapports différents favorisent I'augmentation de la dégra-
dation du subslrat ou la production de métabolites.



190

Par exemple, les taux de conversion en biomasse Yx, en gaz carbonique YCO2 et en produits

extracellulaires Yp évoluent selon la nature du substrat limitant (Carbone ou Azote ou Phospho-
re) fors de la dégradation du glucose par Klebsiella aerogenes NCTC 418 (Neijssel & Tempest,
1975) (Tableau 28).

Tabfeau 28 : Evolution de la consommation en glucose par Klebsiella aerogenes et varia-

tions des différents taux de conversion (Neijssel & Tempest, 1975).

Substrat

limitant

Glucose ænsommé
milli-atomes

de C/h
Yx \cq Yp

CaÉone C 36.8 54.3 42.4 0
Azote N 107.4 18.6 18.8 63

Phosohore P 112,8 17.7 18 .1 61,2

Du tableau 28 ressortent les trois observations suivantes :

1) Environ trois fois moins de glucose est dégradé dans le milieu carbone limitant par
rapport aux milieux azote et phosphore limitant.

2l La production des produits extracellulaires est nulle dans les milieux carencés en
carbone. La totalité du substrat carboné est utilisée par les bactéries pour leur croissance ou éli-
minée sous forme de COe. Ce type de milieu n'est pas favorable à la productlon de métabolites.

3) Les quantités supplémentaires de glucose dégradé, dans les milieux azote et phos-
phore limltant, par rapport au mllieu carbone limitant, sont presque totalement converties en
prodults extracellulaires. Les milieux azote et phosphore llmitant favorisent donc la production
de métabolltes. Cependant, il apparaît que la concentratlon et la formulation de chacun des pro-
duits extracellulalres identifiés peuvent varier suivant te type de carence. Klebsiella aerogenes
NCTC 418 peut produire le pyruvate uniquement en milieu azote limltant et de I'acide gluconique
uniquement en milieu carencé en phosphore.

Comme ces résultats le montrent, les concentrations en carbone, azote ot phosphore sont les
facteurs importants qui interviennent dans les voies de dégradation d'une source de carbone.
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Aussi, lors de notre étude de la dégradation de I'aclde carbazole sulfonique, la concentration
en azote NH4+ a été choisie élevée, d'une part parce qu'elle favorise la croissance bactérienne et,
d'autre part parce que, pour obtenir des molécules du type indole, il faut éviter à la bactérie
d'utiliser I'atome d'azote du noyau carbazole comme par exemple a pu le montrer t'étude de la dé-
gradation du dinitrophénol par Pseudomonas sp. N.26-8 (Bruhn et a1.,1987). Le milieu de cul-
ture ne doit donc pas être carencé en azote.

La concentration en azote étant fixée de par la formulation même du carbazole, le choix de la
concentration en phosphore s'avère, de ce fait, plus complexe. En etfet, un milieu phosphore li-
mitant a été testé et a entraîné un ralentissement de la croissance bactérienne par rapport au
milieu non carencé. De ce fait, le milieu phosphore limitant peut aboutir à une diminution de la
cinétique de dégradation par rapport au milieu non carencé (Le Petit & N'Guyen, 1976;Atlas &
Bartha, 19721.

Inversement, les travaux de Neijssel & Tempest (1975) ont permis d'observer une aug-
mentation de la cinétique de dégradation et de la production de métabolites extracellulaires avec
un milieu phosphore limitant.

C'est pourquoi, simultanément ont été testés les milieux phosphore llmitant et phosphore
non limitant. L'étude a ainsi montré que I'acide carbazole monosulfonique est dégradé en plus
grande quantité dans les conditions de carence (C/N/P = 100/2010,1).

Comme la croissance est plus lente dans les conditions de carence, il est probable que ces
milieux produisent plus de métabolites extracellulaires comme le confirment les observations
faites par Neijssel & Tempest (1975) avec Klebsiella aerogenes NCTC 4lB.

Quant au choix du pH initial de la culture, il doit être choisi judicieusement puisqu'it peut
lui aussi favoriser la croissance bactérienne (Lennox & Kuchera, 1986) ou/et la dégradation de
fa source de carbone (Delaune et a1.,1981 ; Chapman & Cole, 1982 ;Larkin & Day, lgBS).

Dans notre étude, il a été choisi de telle sorte qu'il favorise la croissance bactérienne.
Comme il avait été dit au début de ce chapitre, la concentration en oxygène dissous n'a pas été

contrôlée bien qu'elle joue sans doute un rôle important dans la dégradation du carbazole. S'il est
etfectivement préférable que la dégradation d'un composé aromatique s'effectue en présence d'oxy-
gène dissous afin de faciliter le clivage du cycle aromatique (cf. 2.3.), en I'absence d'oxygène
moléculalre, le carbazole peut être dégradé si la bactérie est capable d'utiliser les nitrates comme
accepteur d'électrons (capacité de dénitrification) (Bossert et al., 1986). Sinon la bactérie ne
peut qu'hydrogéner les cycles et leur faire perdre leur propriété d'aromaticité (Neilson et al.,
1985 ; Hutber & Ribbons, 1983).

En ce qui concerne les facteurs intervenant dans l'évolution des milieux de culture, la liste
n'est pas exhaustive. Le dernier exemple cité sera la carence en sulfate dans les milleux de cultu-
re, qul présente I'intérêt de favoriser la production de métabolites extracellulaires (Neijssel &
Tempest, 1975).
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En définitive, dans l'étude de la dégradation de I'acide carbazole monosulfonique, tes milieux
qui sont les plus favorables à la productlon de métabolites extracellulaires correspondent à ceux
qui sont carencés en phosphore (C/N/P = 100/20/0,1).

5.4.2. EVOLUTON DES CULTURES

Les résultats ayant montré que les cultures n'étaient pas statiques en fonction du temps
(croissance, pH, biodégradation), ce chapitre se propose de discuter les ditférentes évolutions
observées en fonction du type de substrat : le carbazole et les acides carbazole sulfoniques.

5.4.2.1. Substrat carbazole

Comme le chapitre 5.3.3. l'a montré, la dégradation du carbazole en présence des tensioac-
tifs P94 et P103 est meilleure.

C'est pourquoi la discusslon va s'effectuer sur les évolutions du pH, de la population et de la
concentration en carbazole dissous corespondant aux tendances moyennes observées dans les mi-
lleux étudiés dans le chapitre 5.3. avec les cultures mlxtes obtenues à partir des boues activées
BA1 etBA2.
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Flgure 163: Evolutions moyennes du pH, de la populatlon bactérlenne Ln (UFC/mt) et
de la concentration en carbazole dlssous (mdl) obtenues à partir de ditfé-
rentes cultures ayant le carbazole comme substrat et contenant les ten-
sioactifs P94 et P103.
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Comme le montre la tigure 163, l'évolution des différents paramètres étudiés change si-
multanément après trois jours de culture. En effet, quand les bactéries croissent de façon expo-
nentielle, le pH diminue et la concentration en carbazole dissous dans le milieu de culture reste

faible jusqu'au troisième jour. La phase de ralentissement de la croissance bactérienne se
caractérise par une forte augmentation de la concentration en carbazole dissous et par un début
d'augmentation du pH.

L'évolutlon du pH des cultures est, jusque-là, tout à fait semblable à celle du dextrose dé-
gradé par une population mixte (Lennox & Kuchera, 19S6).

La diminution du pH est due à la production de molécules extracellulaires par les bactéries
(Rehm & Reiff, 1981 ; Lennox & Kuchera, 1986) et au rejet dans le milieu extérieur de protons,
grâce au système complexe de la chaîne respiratoire de la bactérie, en générant ainsi de part et
d'autre de la membrane un gradient indispensable au fonctionnement du système ATP synthétase
(Gottschalk, 1985).

La phase plateau des bactéries se caractérise par une alcalinisation du milieu et par une
diminution de la concentration du carbazole dissous semblant indlquer que le carbazole est biodé-
gradé par les bactéries dans leur phase plateau.

L'alcalinisation du milieu n'a pas été observée lors de la dégradation du dextrose (Lennox &
Kuchera, 1986), ce qui semble indiquer que ce phénomène est dt au substrat carbazole et tout
particulièrement à son atome d'azote.

En effet, il peut y avoir production de métabolites basiques ou encore d'ammoniaque comme
le laissent prévoir les travaux de de Hegeman (1966) sur le tryptophane, de Aoki et a/. (1983)

sur I'aniline, de Latorre et a/. (1984) sur les monochloroanilines, et de Sims et a/. (1986) sur
la pyridine.

5.4.2.2. Substrat acide carbazole monosulfonique

Comme pour le carbazole, la discussion va s'effectuer par rapport aux évolutions moyennes
des différentes cultures ayant pour substrat l'acide carbazole monosulfonique et ensemen-
cées avec Proteus vulgaris. Les tendances observées sont représentées sur la figure 164.

La figure 164 montre que, quand les bactéries croissent de façon exponentielle, la concen-
tration en substrat diminue et le pH aussi.

Contrairement aux cultures de carbazole, le pH de ces milieux de culture ne devient pas

alcalin, mais s'acidifie en fonction du temps.



194
pll
h d! lû pogr|edar bffi UFAtrd
lrr dr lr Gorc. en adtb cerbælouuttonlsr trgtrl

( , 1 6

ÆE r LA GLLTURE Clqrl

Figure 164 : Evolutions moyennes du pH, de la population bactérienne et de la cpncentra-
tion en acide carlcazole monosulfonique obtenues à partir de différentes
cultures ensemencées avec Proteus vulgaris.

Cette observation semble normale puisque la désulfonation constilue un stade inévitable de la
dégradation d'une molécule avec production de sulfite (SOgZ', HSOS-) ou/et de sulfate (Cain &
Farr, 1968 ; Focht & Williams, 1970 ; Endo et al., 19771 même si celle-ci apparaît après
ouverture du cycle aromatique.

Les taux de conversion Yx (exprimés en g d'organismes synthétiségg de substrats consom-
més) sont élevés avec les cultures ayant I'acide monosulfonique comme substrat dans les condi-
tfons C/N/P = 10012014, (Yx = 90 t 30) et comparables avec tes vateurs obtenues par Tempest
& Neijssel (1978) dans les cultures carencées en glucose (Yx = 81) ou en mannitol (yx = 91) et
ensemencées avec Kebsiella aerogenes NCTC 41 8.

Cette étude comparative permet d'affirmer que dans ces conditions de culture (C/N/p =
100120141, les milleux sont substrat limitant.

Comme l'lndiquent les travaux de Neijssel & Tempest (1975), il est alors possible que ces
milieux de culture ne soient pas favorables à la production de métabolites extracellulaires.

5.4.3. INTERET DES TENSIOACTIFS P94 ET Pl03

Les tensloactlfs P94 st P103 utilisés dans l'étude de la dégradation du carbazote présentent
les avantages suivants :

1) lls montront que les tensioactifs ne sont pas toxiques pour certalnes bactéries capa-
bles d'utlllser le carbazole comme source de carbone.
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2) lls augmentent la biodisponibilité du carbazole pour les bactéries en augmentant sa
solubilité dans l'eau et favorisent sa dégradation. En effet, la dfuradation d'un hydrocarbure ne
peut s'accomplir qu'une fois solubilisé dans I'eau. Ces observations sont en accord avec les travaux
de Mulkins-Phillips & Stewart (19741 qui ont observé une meilleure dégradation du pétrote
brut en utlllsant les tensioactifs Corexit 8666, Gamlen Sea Clean, GH Woods Degreaser Formula
11470 et Sugee 11.

3) L'équilibre tensioactifs + carbazole semble conseryer ses propriétés pendant au
moins quatorze iours de culture. Cette observation n'empêche pas la dégradation des deux tensio-
actifs par les bactéries cpmme le chapitre 6.3.2.2.le montrera. Ceci n'est d'ailleurs pas étonnant
puisque, à de rares exceptions près, les tensioactifs de synthèse sont biodégradables même si leur
cinétique de dégradation est lente (Mulkins-Phillips & Stewart, 1974 ; Liu, 1983 ; Una & Gar-
cia, 1983;Kikuchi, 1985). Malgré tout, les tensioactifs seront utilisés lors de !a dégradation du
carbazole, que cela soit avec des cultures mixtes ou bien pures, puisque leur ajout dans les mi-
lieux favorise la biodégradation de I'hydrocarbure.
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6. METABOLITES ISSUS DE LA
BIODEGRADATION DU

CARBAZOLE
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6.1. OBJECTTFS

Ce chapitre est présenté en deux parties :

' La première partie vise à montrer la présence de molécules solubles dans les milieux de
culture et produites par les microorganismes testés à pafiir du carbazole utilisé comme substrat.

' La seconde partie de ce chapitre correspond à I'analyse qualitatlve et quantitative des
échantillons contenant des produits de dégradation et permet :

- d'étudier certains métabolites extracellulaires,
- de montrer la présence ou I'absence de structures indoliques,
- de relier les paramètres nature du milieu et des souches bactériennes testés à la

production de composés indoliques.

6.2. PROTOCOLE

Les analyses des métabolites produits ont été effectuées sur quatre milieux de cultures,
ayant un volume de cinq litres préparés dans des fermenteurs de six litres fermés et stérilisés,
dont les caractéristiques sont rassemblées dans le tableau 29.

Tableau 29 : Composition des milieux de culture et origine des microorganismes testés.

Numérota-
tion des
cultures

Substrat du substrat
o l l

Teneioactifs C/N/P pl'l Bactéries

I carbazole 10 2,5 ml/l P94
2-5 ml/l Pl 03

1  00 /5 /1 6 , 8 7

I na rha :a lo 1 0 2,5 ml/l P94
2,5 ml/ l  P103

1  00 /5 /1 6 , 8 4 Agrobacterium sp.2

1 0 n a  r h a r a l a 1 0 2,5 ml/l P94
2,5 ml/ l  P103

1  0 0 / 5 / 1 6 , 8 3 Corynebacterium sp.3

1 1 na rha  ra la 1 0 2,5 ml/l P94
2,5 ml/ l  P103

1 0 0 t 5 1 1 6 , 9 3 Corynebacterium sp.3
Aorobacterium so-2

L'agitation des milieux est maintenue à l'aide d'un moteur BlOlâFlTTE, leur oxygénation est
effectuée par bullage à I'alde d'un compresssur, et les prélèvements sont etfectués à I'aide d'une
pompe Bioblock Scientlfic Masterflex.

Le mflieu est ensemencé avec 200 ml de souches pures (Agrobacterium ou Corynebacte-
riuml, seules ou en mélanges, provenant d'une préculture dont le mllleu étalt de composition
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identique. Cette préculture, âgée de sept jours, est centrifugée à 4000 tours par minute pendant
vingt minutes, après éllmlnatlon du carbazole par décantation. Le culot bactérien est repris dans
de I'eau distillée stérile, puis ajouté dans le termenteur pour conférer à I'ensemble un volume de
cinq litres.

Cinq prélèvements de 1 litre sont effectués après 2, g, 4,6 et 8 jours de culture et chaque
échantillon est traité suivant la méthode présentée dans le chapitre 3.7.8.1. L'aspect quantitatif
des échantlllons est etfectué en pesant de manière précise (balance Mettter H51) le lyophilisat et
les phases Lllsec, Llllsec et Slll (cf. 3.7.8.1.). L'aspect qualitatif est etfectué en analysant par
couplage chromatographie en phase gazeuse - spectrométrie de masse (cf. 3.7.9.4.) les échantit-
lons Lllsec et Llllsec.

6.3. RESULTATS

6.3. 1 . ANALYSES OUANTITATIVES DES ECHANTILLONS

Une fois prélevés et filtrés afin d'éliminer le carbazole non dissous et les bactéries, les
échantillons sont lyophitisés. Les masses des différents lyophilisats sont rassemblées dans le ta-
bleau 30.

Globalement, comme le montre le tableau 30, les masses des lyophilisals n,évoluent guère
en fonction du temps et restent du même ordre de grandeur, quelle que soit la culture étudiée. ll en
est de même pour les lyophil isats du témoin dont les masses évoluent peu : 11,g t 0,1 g/l
d'échantil lon.

Les lyophilisats sont séparés en trois phases (phase dichlorométhane Lllsec, phase dimé-
thylformamide Llllsec et phase insolubte Slll (cf. 9.7.9.1.).

Les figures 165, 166 et 167 représentent les masses des différentes phases des cinq
lyophilisats obtenus 2 jours, 3 jours, 4 jours, 6 jours et g jours après I'ensemencement res-
pectivement de la culture Agrobacterium sp.2, Corynebacterlum sp. 3 et de la culture mixte. Ces
résultats peuvent être comparés sur les mêmes figures avec les valeurs moyennes oblenues av-ec
les échantillons obtenus après traitement du témoin sans bactérie (culture n" g).
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Tableau 30 : Masse des lyophilisats des cinq échantillons de chacune des cultures étudiées
(cul tures no 9,  10 et  11).

Poids des lvoohilisats (o)

Age du prélèvement
après ensemencament

dE la culture (i)

Témoin
sans

fnetérias

AgroMcteium sp.2

(culture no 9)

Corynùacterium q.3

(culture no 10)

Culture
mixte

(culture no 1 1)
2 11,7 10.72 13,s8 10.84
3 '11 ,7 14.33 12.98 8.32
4 1' t  g 12.18 13.50 12,20
6 1 1 . 9 12.49 13.3{' 10.86
I 1 1 . 9 13.02 8.55 9.44

lvloyenne
des cinq

échanlillons
1 1 , 8
r  0 .1

13 r1 12 l .2 10 l .2

Ces ditférents résultats sont comparés avec ceux obtenus avec le témoin T traité de la même
façon.

D'une manière générale, quelle que soit la culture étudiée, la phase des sels minéraux Slll
est la plus importante (> 50% du poids total des lyophilisats). La phase dlchlorométhane est aussi
importante (42 à 48%) mais reste inférieure à Slll. Quant à la phase DMF Llllsec, elle reste
faible et dépasse rarement 2o/o de la masse totale du lyophilisat.

Les résultats présentés dans les trois figures ne permettent pas de montrer une évolution en
fonction de l'âge de la culture. Par conlre, leur comparaison avec le témoin T est intéressante :

- les masses des phases Slll des cinq échantillons prélevés dans le témoin entre deux et
huit jours sont toujours supérieures à celles des cultures ensemencées avec Agrobacterium sp.2,
Corynebacterium sp. 3 et leur culture mixte. Cette observation montre que les bactéries consom-
ment des sels minéraux (en particulier les phosphates) pour leur croissance ;

- les masses des phases dichlorométhane Lllsec des cinq échantillons prélevés dans le
témoln sont touiours inférieures à celles des cultures ensemencées. Cette observation peut signi-
fler que :

1 o des produits excrétés par les bactéries sont solubles dans le dichlorométhane,

20 les microorganismes ont une activité blotensloactlve et favorisent la solubilisa-
tion de certalnes molécules organlques. Ce phénomène avalt d'ailleurs déjà été
observé dans le chapitre précédent, où avait été observée une augmentation de la

solubllit6 du carbazole (jusqu'à 50 mg/l) dans le mllleu de culture qui ne pou-

vait pas être uniquement due aux deux tensloactlts de synthèse Pg4 et Pl03.
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La phase Llllsec reste faible ; la production de crmposés polaires semble donc être peu

importante à moins que ceux-ci ne soient solubles dans le dichlorométhane.

6.3.2. AMLYSES OUAUTATIVES DES ECHANTILLCNIS

Les analyses sont effectuées par chromatographie en phase gazeuse couplée avec un spectro-

mètre de masse (cf. 3.7.9.4.), sur les phases dichlorométhane Lllsec el diméthylformamide

Llllsec des cinq échantillons prélevés entre deux et huit jours des cultures ensemencées respecti-

vement avec Agrobacterium sp.2, Corynebacterium sp. 3 et leur culture mixte (cultures no 9,

10 et 11). Les mêmes analyses sont etfectuées sur leur témoin (culture n" 8).

Toutefois, ds I'ensemble des résultats on peut souligner dès maintenant les observations

suivantes :

- aucune molécule de structure Indolique n'a été retrouvée,
- de nombreux fragments de tensioactifs ont été identifiés,
- de nombreuses molécules correspondant à du matériel cellulaire ont été mises en

évidence,
- des impuretés du carbazole ont été retrouvées et certains de leurs produits de dégra-

dation ont été observés,
- quelques molécules de faible taille pouvant correspondre à des produits de dégrada-

tion du carbazole semblent avoir été identifiées.

Les détails des résultats sont présentés dans les paragraphes suivants.

a) Les phases dichlorométhane

Tous les chromatogrammes sont rassomblés en Annexe 8 (Figures 209 à 2261.
Les f igures 209, 210a,210b, 211a,211b, 212 et 213 représentent les chroma-

togrammes des phases obtenues 2 jours, 3 jours, 4 jours, 6 Jours st I Jours après ensemen-
c€ment avec Agrobacterium sp.2.

Les flgures 214,215,216,217 et 218 représentent les chromatogrammes des phases

obtenues après ensemencement avec Corynebacterium sp.3.

Les figures 219,220, 221,222 el223 représentent les chromatogrammes des cinq phases

obtenues après ensemencement avec Agrobactertum sp,2 et Corynebacterium sp.3.

Les figures 224,225 et 226 représentent les chromatogrammes des phases non silylées

obtenues après 2 jours, 4 lours et I lours après ensemencement avoc la culture mlxte.
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L'ensemble des molécules identifiées ou supposées est rapporté dans le tableau 31 pour les

échantilfons Agrobacterium sp. 2, dans le tableau 32 pour les échantillons Corynebacterium sp.

3 et dans les tableaux 33 et 34 pour les échantillons de la culture mixte respectivement silylés

et non silylés.

Les pics de produits identifiés ou supposés sont numérotés de 1 à n par ordre d'apparition

sur les chromatogrammes, le premier chromatogramme correspondant à la phase de 2 jours de la

culture Agrobacterium sp.2 (Figure 209 en annexe), le dernier à la phase non silylée de I jours

de fa culture mixte (Figure 226 en annexe).

Les pics des produits retrouvés dans le témoin sont annotés d'un T, les pics inconnus d'un I

et les pics de solvant ou réactifs de silylation d'un S.

Les résultats présentés ne sont pas quantitatifs, l'analyse par couplage chromatographie en
phase gazeuse - spectrométrie de masse n'ayant pas été choisie dans ce but. Cette technique a seu-

lement pour but d'identifier les métabolites de dégradation.

Le spectre de masse, la formulation et le nom des molécules identifiées ou supposées sont

présentés dans les Annexes 1, 10, 11,12 et 13.

a.1) Culture Aorobacterium sp.2-

Vingt molécules, dont la structure est identifiée ou supposée, ont été mises en évidence dans

les cinq échantillons dichlorométhane obtenus entre 2 et I jours de culture avec Agrobacterium

sp.2. Le substrat était le carbazole à la concentration de 10 g/1, les conditions C/N/P =

1001511, les tensioactifs étaient présents chacun à raison de 2,5 mUl de milieu.

Les différentes molécules sont rassemblées dans le tableau 31.

Du tableau 31 ressortent les observations suivantes :

Le carbazole soluble dans le milieu de culture est présent dans les cinq échantillons.

. La technique de silylation semble tout à fait correcte, puisque la totalité du carbazole

contenu dans les échantillons est silylée.

. Agrobacterium sp. 2 semble capable, à partir du troisième iour, de solubiliser les

impuretés du carbazole (méthylcarbazoles, fluoranthène, pyrène).

. Agrobacterium sp.2 semble capable de dégrader les impuretés du carbazole (absence

au huitlème jour), de dégrader I'antloxydant (conservateur des tensloactifs) (absence à partir du
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Présence (+) ou absence (-) des produits dont !a structure est identifiée ou
supposée dans les cinq phases dichlorométhane silylées de la culture ense-
mencée avec Agrobacterium sp.2 ; les cinq échantillons proviennent des
préfèvements effectués après 2, g, 4,6 et I jours de culture.

Tableau 31 :

? slgnifle que le prodult n'a pas été recherché.
T slgnifle que les produits identifiés I'ont été dans les Témolns.

Age de la phase dichlorométhane
( i ) Classement des

spectres de
MASSE

2 3 4 6 I
Nom & numérotation
de la molécule
Tétra oxy éthylène 1 T
ou propylène silylé 6 T

7T
8T
14 ' l

+ + + Annexe 10
+ + + + + Annexe 10
+ + + Annexe 10
+ + + Annexe 10

+ Annexe 10
Hydrory benzoate
sf  lv lé  2T + + + + + Annexe 10
Hydrory benzène
Acétate silvlé 3 T + + + + + Annexe 10
Fragments de 4
tensioactlfs 1 3
P94 et P103 1 9

+ + + + Annexe 10
+ + + + + Annexe 10

+ + + Annexe 10
Carbazole silvlé 5 T + + + + + Annexe 11
Dérivé du cvclohexane I + Annexe 12
Dérivé du poly-
cvclohexane 1 0 + ? 2 Annexe 12
Aclde benzolque
s i l v lé  1  1 + Annexe 13
Anti oxvdant 121 + + Annexe 10
Méthyl carbazole 15
s i l v lé  1  6

+ + + Annexe 11
+ + + Annexe 11

Ffuoranthène 17 + + + Annexe 1
Pvrène 18 + + + Annexe 1
Dérivé poly-
cvclohexane 21 2 + ?
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sixième jour), de dégrader les tensioactlfs (présence de trols fragments pratiquement en perma-
nence).

. Des composés extracellulaires produits par Agrobacterium sp.2 sont retrouvés aux
deuxième et quatrième jours (dérivés du cyclohexane et polycyclohexane).

. Agrobacterium sp. 2 ne semble pas dégrader les deux impuretés de provenance
inconnue, correspondant aux acides hydroxybenzoïQue et hydroxybenzène acétique, puisqu'ils sont
présents à tout moment, à moins que le probable acide benzoïque, observé au troisième jour, cor-
responde à un de leur produit de dégradation.

. Le probable acide benzoïque observé le troisième jour semble correspondre au seul
métabolite de dégradation observé dans cette phase.

a.2) Culture Corvnebacterium sp.3

Dix-neuf molécules, dont la structure est identifiée ou supposée, ont été mises en évidence
dans fes cinq échantillons dichlorométhane obtenus entre deux et huit jours de culture avec Cory-
nebacterium sp.3 ; le substrat était le carbazole à la concentration de 10 g/1, les conditions
C/N/P = 100/5/1, les tensioactifs étaient présents chacun à raison de 2,5 mill de milieu.

Les différentes molécules sont rassemblées dans le tableau 32.

Du tableau 32 ressortent les observations suivantes :

. Le carbazole est présent dans les cinq échantillons sous sa forme soluble.

. La technique de silylation a donné de moins bons résultats qu'avec les échantillons de
Agrobacterium sp.2, puisque du carbazole et du méthylcarbazole ont été retrouvés non sily!és. ll
n'empêche qu'elle demeure nécessaire pour ldentifier les molécules hydroxylées et carboxylées.

. Comme Agrobacterlum sp.2, Corynebacterlum sp. 3 semble capable, à partir du
trolsième jour, de solubiliser les impuretés du carbazole (méthyl-carbazole, méthyl-phénan-
thrène ou/et anthracène, fluoranthène, pyrène).

. L'antioxydant pr6sent dans les milieux de culture en tant que conservateur des ten-

sloactifs P94 et P103 n'a pas été retrouvé dans les cinq échantillons. ll est probable que la molé-

cule a été utilisée comme substrat par la bactérie Corynebacterium sp. 3.
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Tableau 32 : Présence (+) ou absence (-) des produits dont la structure est identifiée
dans les cinq phases dichlorométhane silylées de la culture ensemencée avec
Corynebacterium sp.S ; les cinq échantillons correspondent aux prélève,
ments etfectués après 2,3, 4,6 et I jours de culture.

Age de la phase dichlorométhane
{ t ) Classement des

spectres de
masse

2 3 4 6 I
Nom & numérotation
de la molécule
Carbazole 20 1 + + + + + Annexe 1
Carbazole silvlé 5 T + + + + + Annexe 1 1
Méthyl anthracène
ou/el nhénanthrène 22 + + + + Annexe 11
{éthvlcarbazole 23 + + + Annexe 1
Fluoranthène 17 + + + + Annexe 1
Pvrène 1 8 + + + + Annexe 1
Fragments 24
és  25
tensioactifs 26
P94 27
e t  28
P103 29

30
31
32
33
34
35
3 6

+ + + Annexe 10
+ + + + Annexe 10
+ + + + Annexe 10
+ + + + Annexe 10

+ Annexe 10
+ Annexe 10
+ Annexe 10
+ + Annexe 10
+ Annexe 10
+ Annexe 10
+ Annexe 10
+ Annexe 10
+ Annexe 10
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. Corynebacterium sp. 3 dégrade les tensioactifs en produisant de nombreux métabo-
lites (quatrième jour), qu'elle consomme rapidement ensuite.

. Les molécules de tétraoxyéthylène ou propylène sont utilisées comme substrat par
les bactéries, puisqu'elles ne sont retrouvées dans aucun échantillon.

a.3l Culture Aorobacteriurn sp. 2 + Corynebacterium so.3

Trente et une molécules, dont la structure est identifiée ou supposée, ont été mises en évi-
dence dans les cinq échantillons dichlorométhane obtenus entre deux et huit jours de culture avec
Agrobacterium sp. 2 et Corynebacterium sp. 3 (Tableau 33). Le substrat était le carbazole à la
concentratlon de 10 g/1, les conditions C/N/P = 100/5/1, les tensioactlfs étaient présents cha-
cun à raison de 2,5 mUl de milieu.

Les échantillons prélevés après 2, 4 el I jours de culture ont été analysés par la même mé-
thode, mais sans dérivation préalable.

Dans ces conditions, seulement treize molécules ont été retrouvées au lieu de trente et une.
Ce résuftat montre I'intérêt de la dérivation préalable (silylation, ct. 3.7.9.4.) dans l'étude des
produits de dégradation dans les milieux de culture.

Des tableaux 33 et 34 ressortent les observations suivantes :

. Le carbazole est présent dans les cinq échantillons sous sa forme soluble.

. Agrobacterium sp. 2 el Corynebacterium sp. 3 sont capables de solubiliser les
impuretés du carbazole, et ceci dès le deuxième jour.

- Cette solubilisation se fait plus rapidement que dans les deux cultures pures,

soit parce que les pouvoirs de solubilisation des deux bactéries se conjuguent, soit parce que leur
population étant plus importante dans la culture mixte, la solubilisation est plus rapide.

- Les tensloactifs silylés masquent parfois certains pics. C'est ainsi que dans
l'échantillon silylé de huit jours, ne sont pas retrouvés I'anthracène, le phénanthrène, le fluo-
ranthène et le pyrène, alors que dans l'échantillon non silylé ils sont blen présents.

. Les phases non silylées ont permis de mettre en évidence la présence de trois molé-

cules de méthyl-phénanthrène ou/et anthracène et une molécule d'acridine ou de benzoquinoline

ou de phénanthridine. L'analyse du carbazole (Annexe 1) n'avait livré que deux molécules de mé-

thylphénanthrène ou/et anthracène.
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Tableau 33 : Présence (+) ou absence (-) des produits dont la structure est identifiée ou

supposée, dans les cinq phases dichlorométhane sllylées de la culture ense-
mencée avec Agrobacterium sp.2 et Corynebacterium sp. 3 ; les échantil-
lons correspondent aux prélèvements effectués après 2, 3, 4,6 et I jours

de culture.

Age de la phase dichlorométhane
( i ) Classement des

spectres de
masse

2 3 4 6 I
Nom & numérotation
de la molécule
Tétra oxy éthylène 1 T
ou  6T
propylène silylé 7 T

8T
141
43 1
441
4 5 ' l

+ + + + Annexe 10
+ + + + Annexe 10
+ + + + Annexe 10
+ + + + Annexe 10
+ + + + Annexe 10

+ + Annexe 10
+ + Annexe 10
+ Annexe 10

Fragments de 24
tensioactifs 2 5
P94 26
e t  27
P103 28

29
30
31
35
3 â

+ + + + Annexe 10
+ + + + + Annexe 10

+ + + Annexe 10
+ + + Annexe 10
+ + Annexe 11
+ + Annexe 10
+ + Annexe 10

+ Annexe 10
+ Annexe 10
+ Annexe 10

Carbazole silylé 5 T + + + + + Annexe 11
Méthylcarbazole 15
s i l y lé  1  6

+ + + + Annexe 11
+ + + + Annexe 1 1

Anthracène 37 + + + Annexe 1
Phénanthrène 3I + + + Annexe 1
Méthylphénanthrène
ou/et anthracène 22 + + + Annexe 11
Fluoranthène 17 + + + Annexe 1

ne 18 + + + Annexe 1
Acide palmltlque
s i l v lé  4  0 + + + + Annexe 12
Acide stéarlque
sf  f  v lé  41 + + + Annexe 12
Hydroxyméthyl
carbazole silvlé 3 9 + + Annexe 13
Anthracène dione
ou ohénanthrène dione 46 + Annexe 13
Phtalate 42 + + + Annexe 10



208

Tableau 34 : Présence (+) ou absence (-) des produits dont la structure est identifiée ou
supposée dans les trois phases dichlorométhane non silylées ; les échantil-
lons correspondent aux prélèvements effectués 2, 4 el I jours après ense-
mencement avec Agrobacterium sp.2 el Corynebacterium sp. g.

Age de la phase dichlorométhane
{ i t Classement des

spectres de
masse

2 4 I
Nom & numérotation
de la molécule
3-méthylphénanthrène 22
cu/et anthracène 22

22

+ + + Annexe 1 1
+ + + Annexe 1 1
+ + + Annexe 1 1

Fragment de 48
tensioactifs 4I

+ + + Annexe 10
+ Annexe 10

Anthracène 97 + + + Annexe 1
Phénanthrène 3I + + + Annexe 10
Acridine ou
benzoquinoline 47
ru ohénanthridine

+ + Annexe 10

Carbazole 207 + + + Annexe 10
Méthvlcarbazole 23 + + Annexe 1
Fluoranthène 17 + + + Annexe 1
Pyrène 1 I + + + Annexe 1
thtalate 42 + + + Annexe 10
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Le fait de concentrer à sec la phase dichlorométhane, après avoir éliminé le carba-
zole insoluble du mllleu de culture, a permis d'observer une impureté du carbazole supplémen-
taire, présente en très faible quantité dans l'échantillon.

. La silylation du méthylcarbazole permet de séparer deux isomères de cette molécule,
alors que I'absence de silylation ne le permet pas.

. L'antioxydant présent dans le témoin sans bactéries et dans les tensioactifs P94 et
Pl03 n'a pas été retrouvé dans les cinq phases dichlorométhane de la culture mixte. Le conserva-
teur a donc été utilisé comme source de carbone par les bactéries de la culture mixte. Ceci cor-
respond à I'observation faite avec la culture pure Corynebacterium sp.g.

. La culture mixte dégrade les tensioactifs en produisant de nombreux métabolites
(troisième et sixième jours) qui sont ensuite utilisés comme substrat (quatrième et huitième
jours). Cette observation correspond aux résultats déjà obtenus avec ta culture pure Corynebac-
terium sp. 3.

. Certains fragments de tensioactifs sont retrouvés sans silylation ; cela signifie que
leur biotransformation ne produit pas dans tous les cas des fragments dont les extrémités sont
polaires, puisqu'il est possible d'en identifier sans les dériver.

. Deux acides gras sont retrouvés et correspondent, soit à des tensioactifs relargués
par les bactéries, soit à des débris cellulaires (lyse des cellules) ; seules les phases dichloromé-
thane de la culture mixte présentent des acides gras.

Leurs propriétés hydrophobe et hydrophile font qu'ils sont aussi bien solubles dans
la phase dichlorométhane que dans la phase diméthylformamide. L'6tude des phases diméthylfor-
mamide (cf. b)) montrera qu'ils sont retrouvés dans la culture pure Agrobacterium et dans la
culture mixte.

ll semble que la solubilité des acides gras soit déplacée en faveur de la phase dimé-
thylformamlde. ll faut probablement que la concentratlon en acldes gras atteigne une certaine
valeur dans le milieu de culture pour que leur présence puisse ôtre détectée dans une phase di-
chlorométhane.

De ce fait, la concentration en acide gras doit être plus élevée dans la culture mixte
que dans les cultures pures.

. La présence du phtalate est duo aux prodults de valsselle de la verrerie du laboratoi-
rE ; il ne faut pas négliger sa présence dans le mllieu de culture, puisqu'll peut être utilisé comme
substrat par les bactérles (cf. 2.3.3.8.) et aboutir à la production de métabolites qu'il faudra
diflérencler des métabolltes du carbazole.
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. Deux métabolites de dégradation ont été détectés : l'hydroxyméthylcarbazole et
I'anthracène ou phénanthrène dione. Ces métabolites proviennent de la dégradation des impuretés
du carbazole.

. La technique de silylation semble tout à fait correcte (comme pour les échantillons
d'Agrobacterium sp.2) puisque dans tous les cas, le carbazole contenu dans les échantillons était
silylé. Seul I'atome d'azote de I'hydroxyméthylcarbazole n'a pas été silylé, probablement pour des
raisons de gêne stérique.

b) Les phases diméthylformamide

Tous les chromatogrammes sont rassemblés en Annexe 9 (Figures 227 à 241).
Les figures 227, 228, 229, 230 et 231 représentent les chromatogrammes des phases

obtenues 2 jours, 3 jours, 4 jours, 6 jours et 8 jours après ensemencement par Agrobacterium
sp.2.

Les figures 232, 233, 234, 235 et 236 représentent les chromatogrammes des phases
obtenues 2 jours, 3 jours, 4 jours, 6 jours et 8 jours après ensemencement par Coryne-
bacterium sp.3.

Les figures 237,238,239,240 et 241 représentent les chromatogrammes des phases
obtenues 2 jours, 3 jours, 4 jours, 6 jours et 8 jours après ensemencement par Agrobacterium
sp. 2 el Corynebacterium sp. 3.

L'ensemble des molécules identifiées ou supposées est rapporté dans le tableau 35 pour les
échantillons Agrobacterium sp. 2, dans le tableau 37 pour les échantillons Corynebacterium sp.3
et dans le tableau 37 pour les échantillons de la culture mixte.

Les plcs des produits sonl numérotés de la même façon que pour les phases dichlorométhane.
Les pics des produits identifiés ou supposés, retrouvés dans le témoin, sont annotés d'un T,

les pics inconnus d'un I et les pics de solvant ou réactifs de silylation d'un S.

Le spectre de masse, la formulation et le nom des molécules ldentifiées ou supposées, sont
présentés en Annexe 1, 10, 11, 12 et 13.

b.1) Culture Aorobacterium so.2:

Vingt-six molécules, dont la structure est identifiée ou supposée, ont été mises en évidence
dans les clnq extralts diméthylformamide obtenus entre 2 et I lours de culture avec Agrobacte-
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rium sp. 2. Le substrat était le carbazole à la concentration de 10 g/1, les conditions C/N/P =
100/5/1 et les tensioactifs étaient présents chacun à raison de 2,5 mUl de milieu.

L'ensemble des molécules est rassemblé dans le tableau 35.

Tableau 35 : Présence (+) ou absence (-) des produits dont la structure est identifiée ou
supposée dans les phases diméthylformamide silylées ; les cinq échantillons
correspondent aux prélèvements effectués après 2, g, 4,6 et g jours de
cul ture.

Age de la phase diméthylformamide
( i ) Classement des

spectres de
masse

2 3 4 6 I
Nom & numérotation
de la molécule
Tétra oxy éthylène 1 T
ou  6T
propylène silylé 7 T

8T
43 'l

441
51 1
58 1

+ Annexe 10
+ + + Annexe 10
+ + + Annexe 10
+ + + Annexe 10
+ + + Annexe 10
+ + + Annexe 10

+ + Annexe 10
+ Annexe 10

Fragments de 25
tensioactifs 2 6
P94 et P103 27

+ + Annexe 10
+ + + Annexe 10
+ + + Annexe 10

Caôazole 201 + Annexe 1
Carbazole silvlé 5 T + + + + Annexe 11
Sucres 52

53
54
55
5 9

+ Annexe 12
+ Annexe 12
+ Annexe 12
+ Annexe 12

+ Annexe 12
Polyols 5 6

57
+ Annexe 12
+ Annexe 12

Acides gras 4 0
41

+ + + + Annexe 12
+ + + + Annexe 12

Amlnométhyl
cvclohexadiàne 5 O + Annexe 13
Formyl-Aminométhyl
cvcloherane 6 O + Annexe 13
tlpsohate 61 + Annexe 10

Hydrométhyl
carbazole 3 9 + Annexe 13
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Du tableau 35 ressortent les observations suivantes :

. Les fragments de tensioactifs P94 et P103 identifiés à partir du quatrième jour
avaient déjà été observés dans les phases dichlorométhane de la culture Corynebacterium sp. B et
de la culture mixte. Par contre, ils n'étaient pas présents dans tes cinq phases dichlorométhane de
fa cufture Agrobacterium sp.2.

ll est donc probable que les fragments identifiés ont une potarité relativement
importante avec la présence, par exemple, de groupements carboxyliques.

. Des traces de carbazole sont observées dans les échantillons.

. Différents sucres et polyols (glucitol et ribitol) sont observés le deuxième jour.
Ceux-ci sont produits par la bactérie ou relargués par lyse cellulaire. Cependant, la bactérie les a
rapidement utilisés comme substrat. De plus, cette observation nous montre que le protocole de
travail utilisé permet d'analyser des molécules fragiles, comme c'est te cas ici avec les sucres.

. Deux acides gras ont été observés. Les acides gras ont soit été produits par les bacté-
ries comme tensioactifs, soit ils proviennent de la lyse cellulaire.

. La présence de phosphates dans l'échantillon du sixième jour montre que le dimé-
thylformamide peut solubiliser des sels minéraux et pas seulement des composés organiques.

. Trois produits de dégradation du carbazole ou/et du méthylcarbazole semblent avoir
été détectés:

1o L'hydroxyméthylcarbazole déjà observé auparavant (détecté au quatrième

Jour) .
2o Un composé pouvant correspondre à un aminométhylcyclohexadiène (dé-

tecté au deuxième jour) dont une formule possible est donnée sur la figure
168  :

N
H

Flgure 168 : - cE,
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3o Un composé correspondant certainement au formyll-aminométhyl2-cyclo-
hexane (détecté au troisième jour) dont la formule est donnée sur la figure
168 bis :

Figure 168 bls :

cH0

N -  CH I

H

b.2) Culture Corvnebacterium so.3

Neuf molécules, dont la structure est identifiée ou supposée, ont été mises en évidence dans
fes cinq extraits dlméthylformamide obtenus entre deux el huit jours de culture avec Coryne-
bacterium sp.3.Le substrat était le carbazole à la concentralion de 10 g/1, les conditions C/N/P
= 100/5/1 et les tensioactifs étaient présents chacun à raison de 2,5 mUl de milieu.

L'ensemble des molécules est rassemblé dans le tableau 36.
Du tableau 36 ressortent les observations suivantes :

. Le carbazole est retrouvé dans les cinq échantillons et seulement à l'état de traces
dans les échantillons du deuxième, troisième et quatrième jour de culture.

. Les rendemenls de silylation du carbazole sont assez falbles pour ces cinq échantil-
lons.

. Les fragments de tensioactifs sont retrouvés à partir du quatrième jour (ils appa-
raissent dès le troisième jour dans les phases dichlorométhane).

. Des lraces de chlorocarbazole sont observées. Celul-cl n'ayant pas été repéré dans
les lmpuretés du carbazole (Merck 820255) (Annexe 1), il peut y avoir deux ralsons à sa pré-
sence:

réaction photochimique du carbazole avec le dlchlorométhane,
- il existe tout de même dans le témoin, mals à très falble concentration. Sa

solubillsation dans le dlméthylformamide et sa concentratlon à sec ont per-
mis de le mettre en évidence.

. L'acide palmitique n'a été observé que dans l'échantlllon du deuxlème jour. ll s'agit
probablement de matériel provenant de la lyse cellulaire.
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Tableau 36 : Présence (+) ou absence (-) des produits dont la structure est identifiée ou

supposée dans les cinq phases diméthylformamide silylées de la culture
ensemencée avec Corynebacterium sp.3 ; les échantillons correspondent
aux prélèvements effectués après 2, g, 4,6 et I jours de culture.

Age de la phase diméthylformamide
( i ) Classement des

spectres de
masse

2 3 4 6 I
Nom & numérotation
de la molécule
Fragments 24
é25
tensioactlfs 26
P94 et  P103 27

+ + + Annexe 10
+ + + Annexe 10
+ + + Annexe 10
+ + + Annexe 10

Carbazole 20 1 + + + + + Annexe 1
Carbazole silvlé 5 T + + + + Annexe 11
Chlorocarbazole 62 + + Annexe 11
PO+(TMS)z 61 + + + Annexe 10
Acicle oras 40 + Annexe 12

b.3) Culture Agrobacterium sD.2 el Corvnebacterium sp. 3

Quinze molécules, dont !a structure est identifiée ou supposés, ont été mises en évidence
dans les clnq extralts diméthylformamide obtenus entre deux et huit jours de culture avec la cul-
ture mfxte Agrobacterium sp. 2 el Corynebacterium sp. 3. Le substrat était le carbazole à la
concentration de 10 g/1, les conditlons C/N/P = 100/5/1 et les tensloactifs étaient présents
chacun à ralson de 2,5 mUl de milieu.

L'ensemble des molécules est rassemblé dans le tableau 37.
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Tableau 38 : Présence (+) ou absence (-) des produits dont la structure est identifiée ou

supposée dans les phases diméthylformamide silylées ; les échantillons cor-
respondent aux prélèvements effectués après 2, 3, 4, 6 et I jours de cultu-
re avec Agrobacterium sp.2 el Corynebacterium sp. 3.

Age de la phase diméthylformamide
( i t Classement des

spectres de
masse

2 3 4 6 I
Nom & numérotation
de la moléerrle
Tétra oxy éthylène 6 T
ou/et 7 T
propylène 14'l

51 
'l

+ + + Annexe 10
+ + Annexe 10

+ + + Annexe 10
+ + Annexe 10

Fragments de
tensioactifs 2 5
P94 er 9103 26

+ + Annexe 10
+ + + Annexe 10

Carbazole silvlé 5 T + Annexe 11
Sucres 65 + Annexe 12

66 + Annexe 12
Acide uronioue 6 4 + Annexe 12
Acides gras 40

41
+ + + + + Annexe 12
+ + + + + Annexe 12

Glycérophosphoryl
olvcérol + + + Annexe 12
Phtalate 42 + Annexe 10
Phosohate 6 1 + + Annexe 10

Du tableau 37 ressortent les observations suivantes :

. Le carbazole n'apparaÎt que dans l'échantillon du quatrième jour (et à l'état de tra-
ces). La solubllisation du carbazole dans le dlchlorométhane a été presque totale, puisqu'il n'a
pratlquement pas été retrouvé dans les échantillons qui ont suivi l'extractlon au dichlorométha-
ne.

. Des fragments de tensioactifs sont retrouvés jusqu'au sixlème jour inclus. Les

fragments sont ensulte utilisés comme substrat comme les phases dichloromélhane l'avaient mon-

tré.
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. La présence des acides gras était prévisible, puisqu'ils avaient déjà été identifiés
dans les phases dichlorométhane.

. Le glycérophosphorylglycérol observé du quatrième jour au huitième jour, corres-
pond à un biotensioactif produit par les bactéries pour, très probablement, solubiliser le carba-
zole. ll est possible que les acides gras jouent un rôle similaire.

6.4. DTSCUSSTON

L'analyse en spectrométrie de masse a permis de mettre en évidence de nombreuses molécu-
les. Ce chapitre discute de leur provenance et de leur utilité pour les bactéries.

6.4.1. DEGRApATION DES MOLECULES PRESENTES DANS LES M|L|EUX pE CULTURE

Les bilans en carbazole (cf. 5.3.2.a.) ont montré que le carbazole était utilisé comme source
de carbone. Cependant, comme les chromatogrammes l'ont indiqué, le carbazole n'a pas été la seule
source de carbone consommée par les bactédes.

Les autres sources de carbone sont les suivantes :

- les tensioactifs P94 et P103,
- les molécules hydroxybenzoate et hydroxybenzène acétate de provenance incon-

nug,
- le conservateur (antioxydant) ajouté dans les tensioactifs Pg4 et Pl03,
- les impuretés du carbazole dissoutes dans les milieux de culture,
- et peut-être le phtalate retrouvé à plusieurs reprises.

La dfuradation des tensioactifs P94 et Pl03 observée avec la bactéde Corynebacterium sp.3
dépend des groupements terminaux de ces molécules. Ces tensioactifs ayant été synthétisés par
réactlon de polymérisation, leur formulation peut correspondre, par exemple, à la représenla-
tlon suivante :

CHg - CHz- CHz - [0 - (CHdzln - OH

Le groupement méthyl terminal peut sublr une oxydatlon bactérlenne pour aboutlr à la for-
matlon d'un acide carboxylique, après être passé par les intermédlalres alcool et aldéhyde.

Le groupement hydroxylique terminal peut subir la même oxydatlon bactérienne (Lead-

better & Foster, 1960 ; Nakaiima et al., 1974 ; Atlas, 1981).
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L'oxydation peut s'accomplir sur un seul groupement terminal, mais il peut y avoir aussi
formation d'un diacide carboxylique terminal, comme cela a été observé lors de la dégradation du
pristane avec corynebacterium souche RTMP - s (Mc Kenna & Kallio, l9z1).

L'acide carboxylique formé, la bactérie peut utiliser les tensioactifs comme source de car-
bone (Figure 169).

La dégradation des tensioactifs peut correspondre à la perte successive de deux carbones
(sous forme d'acide acétique), ce qui expliquerait t'observation à plusieurs reprises dans la cul-
ture pure de Corynebacterium sp. 3 et dans la culture mixte d'une succession de pics chromato-
graphiques' correspondant à des fragments de tensioactifs de poids molécutaire différent, que
f'anafyse fait apparaître irrégulièrement (Figures 216, 220, 222 situées en Annexe).

Le système enzymatique NADH ' Flavoprotéine - Cytochrome p4s0 serait responsable de la
phase d'hydroxylation des alcanes chez corynebacteriumsp. (cardini & Jurtschuk, 1g70). simi-
lairement, les molécules tétraoxyéthyléniques ou propyléniques ont subi la même dégradation
dans fa cufture de Corynebacterium sp.g.

Quant aux molécules hydroxybenzoate et hydrobenzèneacétate retrouvées cemme impuretés
dans fe témoin, elles ont été utilisées comme source de carbone par la bactérie Corynebacterium
sp.3.

Leur assimilation se ferait en deux grandes étapes :

1o Dihydroxylation du cycle aromatique, avec élimlnation des groupements carbo-
xyliques (COz et acide acétique) pour tormer un polyhydroxybenzène (catéchol,
pyrogai lot. . .) .

2 o Clivage en ortho ou en méta du cycle benzénique avec assimilation sous forme de
pyruvate et d'acétaldéhyde.

ce mécanisme correspondrait au mécanisme de dégradation du naphtalène (cf. 2.3.3.4.)
(Davies & Evans, 1964 ; Barnsley, 1976 ; Ribbons & Eaton, 19g2 ; Cerniglia, 19g4a et
1e84b) .

ll est probable que I'antioxydant ajouté dans les tensloactifs p94 et p103 subisse tes mênies
transformations.

En ce qui concerne res impuretés du carbazore (phénanthrène, anthracène, méthyrphé-
nanthrène, méthylanthracène, méthylcarbazole, pyrène, fluoranthène), l,expérlmentatlon a
montré que css molécules ont été dissoutes dans le milieu de cutture et utltisées comme source de
carbone par les bactéries.

Les mécanismes de dégradation du phénanthrène et de I'anthracène sont bien connus (Evans
et al., 1965 ; Kiyohara et al., 1926).
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Flgure 169: Mécanlsme probable de dégradation destensloactlfs P94 et PlOg.
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Quant à ceux des méthylphénanthrènes ou/et anthracène, ils sont slmilaires avec peut-être
une oxydation du substituant en alcool, aldéhyde et aclde carboxylique comme c,êst le cas avec les
composés naphtaléniques alkyl substitués en présence du genre pseudomonas (Ribbons & Eaton,
1s82).

L'expérimentation ayant montré que le carbazole était utilisé comme substrat par les bac-
téries, il est probable qu'il en est de même avec le méthylcarbazole.

En ce qui concerne le fluoranthène et le pyrène, leur mécanisme de dégradation n,est pas
blen connu. ll est cependant probable qu'ils subissent des réactions de dlhydroxylation, comme
c'est le cas avec le benzo [a] pyrène (Gibson et al., 197s ; Barnsley, l gzs).

Quant au phtalate, s'il était déjà présent dans le milieu de culture (ce qui n'est pas démon-
tré), il peut être dégradé comme les travaux de Eaton & Ribbons (19g2) et O'Grady etal. (tg8s)
I'ont montré.

6.4.2. PRODUCTION DES METABOUTES DETECTES

. Le composé qui semble correspondre à I'hydroxymérhybarbazole peut être un méta-
bolite de dégradation du méthylcarbazole qui avait été retrouvé comme impureté du carbazole. Le
méthylcarbazole subit logiquement la même biotransformation que le carbazole (dihydroxylation
d'un cycle aromatique, clivage du cycle...). cependant, comme c'est le cas avec les dérivés naphta-
léniques alkylsubstilués, des réactions secondaires d'oxydalion du substituant peuvent être obser-
vées (Ribbons & Eaton, 1982).

L'hydroxyméthylcarbazole correspond certainement à un produit de dégradation se-
condaire' ll monlre en tout cas' que les impuretés du carbazole peuvent être utilisées comme
substrat par les bactéries.

. Le composé qui semble correspondre à I'acide benzoiQue est déjà plus surprenant. En
etfet, peu de m6canismes de dégradation produisent de l'acide benzolque. La dfuradation du totuène
(Ribbons & Eaton, 1982), des monoalkylbenzènes dont la chaîne a un nombre impair de carbone
(Rontani etal., 1985a) peuvent produire de l'acide benzoïque comme métabollte.

cependant, de telles sources de carbone n'ont pas été observées dans les milieux de
culture' L'aclde benzoïque ne peut donc pas provenir de telles dégradatlons. par contre, la produc-
tlon d'acide benzoïque a été observée tors de la décarboxylation de I'acide phtalique (Rontani ef a/.,
1985b). Or, l'aclde phtalique peut être prodult tors de la dégradatlon du phénanthrène par pseu-
domonas aeruglnosa (Evans et a1.,1965) et par Aeromonas sp. (Klyohara et a1.,1976) ou bien
lors de la dégradatlon des phtalates (Eaton & Rlbbons, t9g2 ; O,Grady et al.,lgg5).

Cependant, ce mécanisme de productlon d'acide benzoÏque n'esl pas ordlnalre, pulsque
pour le ph6nanthrène el les phtalates, t'acide phtalique est le précurseur du protocatéchuate.
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' Le composé qui corespond à l'anthracène dione ou phénanthrène dione peut être un
métabolite de dégradation de I'anlhracène ou du phénanthrène, si une réaction de déshydrogénation
se produit sur le métabolite cis-diol qui est rencontré habituellement lors de leurs dégradations
(Evans et al., 1965 ; Kiyohara et al., 1976).

' Le composé qui semble correspondre au méthylaminocyclohexadiène peut être un
métabolite obtenu lors de réactions de dégradation particulières (Figure 16g).

En effet, il peut s'agir d'un métabolite de dégradation du carbazole ou/et du
méthyfcarbazole ayant subi la rupture de I'hétérocycle, comme le laisse prévoir la dégradation de
fa pyridine par Micrococcus lateus (sims et a1.,1986) ou du tryprophane par pseudomonas
putida (Hegeman, 1966). cependant, le cycle aromatique a subi une hydrogénation partielle.

cette hydrogénation peut être caractéristique d'une oxygénation insuffisante de
I'ensemble du milieu de culture. En effet, une hydrogénation similaire du cycle a été observée lors
de fa dégradation de fiihydroxybenzoates par Pelobacter acidigattici en anaérobiose (samain et al.,
1  e86) .

' Le composé qui sembte correspondre au formyl 1-méthylamino 2-cyclohexane (Fi-
gure 168bis) peut être un métabolite de dégradation du carbazole or.r/et du méthylcarbazole et
présente les mêmes caractéristiques que la précédente molécule.

En effet, la déaromatisation d'un cycle aromatique est caractéristique d,un mitieu de
culture dont l'oxygénation est insutfisante. une hydrogénation slmilaire a été observée lors de la
dfuradation de l'acide benzoTQue en anaérobiose par te microorganisme Rhodopseudomonas palus-
fr's (Hutber & Ribbons, 19g3).

Le cycle pour être dégradé doit subir le même mécanisme de dégradation que celui descycfoafcanes (Tsukamoto et al., 1975 el 1977;Blakley, 1g7g) avant d,être assimilé par B-
oxydation.

6.4.3. LE MATERIEL CELLUI.AIRE

' Deux acides gras (l'acide palmitique cre et stéarique C1g) ont été détectés sous leur
forme triméthylsilylée en spectrométrie de masse dans la culture pure Agrobacterium sp.2 et
dans la culture mixte.

Leurs spectres de masse sont tout à fait slmllaires à cetul de I'aclde décanorque silylé
étudfé par Tulloch (1985). Les ions mlz 73,75, 117, 12g,131, 132 et M-15 étant les ptus
intenses.
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Les acides gras peuvent être utilisés (même s'ils proviennent de la lyse cellulaire)
comme tensioactifs (Kretschmer et at., 1gg2; Cooper et a1.,19g1 ; Rehm & Reiff, 19g1) pour
solubiliser les hydrocarbures hydrophobes. lls peuvent être utilisés aussi comme substrat par
les bactéries et assimilés par p-oxydation (Atlas, l9g1).

' Un biotensioactif correspondant à I'c-glycérophosphorylglycérol appartenant à la
famifle des tensioactifs bactériens phosphatidyldiglycéride (Makula et a1.,1g75 ;vachon et al.,
1982) a été identifié par spectrométrie de masse (Figure r70).

R1O - CH2

I
R2O-CH O

t t l
CHz-O-P-ORg

I
o-

R1 =H

Re'  H

Rs=-CHz-CHOH-CHzOH

Figure 170 : Formuration de |c-gtycérophosphoryrgrycéror.

Le spectre de masse est tout à fait similaire à celui présenté par wood (19g0).
Absent dans les cultures pures, le biotensioactif n'a été observé que dans la culture

mixte' ce phénomène n'est pas unique puisque Mattei & Bertrand (1gg5) utilisent une culture
mixte pour produire un biotensioactif lors de la dégradation du pétrole brut.

' De nombreux sucres ont été détectés par spsctrométrie de masse. lls peuvent prove-
nir de la lyse des cellules ou bien de leur excrétion par les bactéries sous diverses formes comme
par exemple, les biotensioactlfs esters de tréhalose (Bloch, 1gso), les sophorolipides (lro &
Inoue, 1982) et les rhamnoripides (Edwards & Hayashi, 1965).

En définltlve, aucune molécule de structure indolique n'a été ldenilfiée. C,est pourquoi,
l'étude de la dégradation du carbazole doit se poursuivre dans de nouvelles conditions et d,auties
microorganismes.

D'autre part, pour augmenter la blodlsponibilité du carbazole, l,aclde carbazole monosulfo-
nlque sEra utillsé dans les expériences suivantes comme souroe de carbone.
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7. METABOLITES ISSUS DE LA
BIODEGRADATION

DE L'ACIDE CARBAZOLE
MONOSULFONIQUE
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7.1. OBJECTTFS

Ce chapitre correspond à I'analyse qualitative et quantitative des mllieux de culture ense-
mencés avec les bactéries Proteus vutgaris ou Pseudomonassp. 5 et additionnés d,acide carbazole
monosulfonQue comme seule source de carbone.

Ce chapitre permet :
- de montrer que plusieurs bactéries de genre différent peuvent produire des métabo-

lites de structure indolique,
- de définir les conditions de culture favorabtes à la production de ces métabolites.

De plus, I'analyse quantitative permet de catculer le taux de conversion du substrat en mé-
tabolites de structure indole et de discuter les possibilités d'optimisation des conditions de cultu-
re, afin d'augmenter la production de métabolites.

7.2. PROTOCOLE

Les analyses ont été etfectuées sur cinq milieux de culture, ayant un volume de cinq litres
préparés dans des fermenteurs de six litres fermés et stérilisés, dont les caractéristiques sont
rassemblées dans le tableau 39.

Tableau 38 : Composition des milieux de culture et origine des microorganismes testés.

NUmerotataon
dæ

cultures
Substrat

Concentration
du substrat

(o / l )
C/N/P

pH

in i t ia l

Bactéries

testées

12
Acide carba-
zole mono-
sulfonioue

5 100t20 t4 6 ,52
Proteus
vulgaris

13
Aclde carba-
zole mono-
sulfonioue

5 100t  2010  ,1 6 ,39
Proteus
vulgaris

14
Acldecarba-
zole mono-
sulfonloue

5 100t20 t4 6 ,25
Pætfutnonas-
sp. 5

15
Acide carba-
zole mono-
sulfonloue

5 00120t0 ,1 6 ,42
Pæu&nonas-
sp. 5

16
Acidecarba-
zole mono-
sulfonique
( témoin)

5 100t20 t  4 6 ,27
sans
bactérle



224

L'agitation des milieux étant maintenue à I'aide d'un moteur BloLAFlTTE, leur oxygénation
était effectuée par bullage à I'aide du compresseur du laboratoire et les prélèvements étaienr
effectués à l'aide d'une pompe BloBLocK scientific Masterflex.

un filtre hydrophobe GELMAN sctENcES AcRo s0 de porosité 0,2 pm ré14251était ptacé
en aval du compresseur pour stériliser I'air et adsorber les hydrocarbures.
Les milieux étaient ensemencés avec une suspension bactérienne de 200 ml provenant d,une
cufture dont le milieu était de composition identique (Proteus vulgaris souche de laboratoire ou
Pseuûmonas sp.). Cene culture âgée de sept jours était centrifugée à 4ooo tourvminute
pendant 20 minutes. Le culot bactérien repris dans de I'eau distiltée stérile était ajouté dans le
fermenteur pour conférer à I'ensemble un volume de cinq litres.

cinq prélèvements de un litre sont etfectués après 1, 2, g,4 et 5 jours de culture et chaque
échantillon est traité suivant ra méthode présentée dans re chaprtre g.z.g.z.

L'aspect quantitatif des échanti[ons est effectué :

1o en pesant de manière précise à la balance METTLER 451 la fraction diméthylfor-
mamide concentrée à sec et le résidu solide de sels minéraux (ct.3.7.g.2.) ;

2 o en mesurant la concentration en hétérocycle indolique sur la fraction dlméthyl-
formamide concentrée à sec par la méthode au xanthydrol (cf. 3.7.5.) ;

3 o en mesurant les concentrations en acide carbazole monosulfonique, en indole, en
isatine et en acide carboxy -2 indole dans les différentes fractions diméthylformamide concen-
trées à sec par chromatographie HPLC (cf. 8.7.9.5.).

L'aspect qualitatif est effectué en analysant par couplage chromatographie en phase gazeu-
so ' spectrométrie de masse (cf. 3.7.9.4.) les différentes fractions diméthylformamide concen-
trées à sec.

7,3. RESULTATS

Etant donné I'lmportance et la diversité des résultats, ce chapltre sst divisé en trois parries.
La premlère partle correspond à un résumé des résultats de I'analyse qualitative etfectuée

sur chaque échantlllon, la deuxlème rassemble tous ces résultats, et ta dernlère partie présente la
quantificatlon des dltférentes structures indollques identlflées.
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7.3.1. AML\tsES OUAUTATIVES DES ECHANTITIONS

Les analyses sont effectuées par chromatographie en phase gazeuse couplée avec un spec-
tromètre de masse (cf. 3.7.9.4.) sur tes fractlons diméthylformamlde concentrées à sec issues
des clnq échantillons prélevés entre un et cinq jours. Ces échantillons provenaient des cultures
substrat flmitant (c/N/p = 1ootzor4l et phosphore rimitant (c/N/p = 1oot2oro,1l
ensemencées respectivement avec Proteus vulgaris et Pseudomonas sp. s (cultures no 12,19, 14
et 15 du tableau BB).

Les mêmes analyses sont effectuées surfeurtémoin (culture no 16 du même tableau).
Les résultats détaillés sont présentés dans les pages sulvantes. Toutefols, de l,ensemble de

ces résultats, on peut souligner dès maintenant les observations suivantes :

. Trois molécules de structures indoliques ont été identifiées avec certitude.

' cinq autres molécules pouvant correspondre à des métabolites du carbazole sem-
blent avoir été identifiées.

. Proteus vu@arts dans tes conditions C/N/p = 100t20t4 excrète des alcanes de
grande tallle à partir du substrat acide carbazole monosulfonique.

. Peu d'impuretés du carbazole ont été retrouvées.

' Différents produits secondaires de la sulfonation du carbazole ont été identifiés
ainsiqu'un de leurs métabolites de dégradation.

' De nombreuses molécules correspondant certainement à du matériel cellulaire
ont été mises en évidence.

7.3 .1 .1 .

Tous les chromatogrammes sont rassemblés en Annexe 15 (Flgures 2g2 à 2911,
Les flgures 282, 283, 284. 285 et 286 représentent les chromatogrammes des phases

obtenues un jour, deux lours, trois jours, quatre jours et cinq iours après ensemencement par
Proteus vu@aris.

Les flgures 287, 288,289, 290 et 291 représentent les chromatogrammes des phases
oblenues un Jour, deux iours, trols Jours, quatre jours et cinq jours après ensemsncement par
Psetfunonas sp.S.
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L'ensemble des molécules identifiées ou supposées est rapporté dans le tableau 39 pour les
échantillons Proteus vulgaris et dans le tableau 40 pour les échantillons pseudo monassp. s.

La numérotation des pics suit I'ordre d'apparition établi dans le chapitre 6.g.2.2.,;es pics
retrouvés dans le témoin sont notés T, les pics inconnus let les solvants et réactifs S.

Le spectre de masse, la formulation et le nom des molécules ldentifiées ou supposées sont
présentés dans les Annexes 1, 10, 11,12, 19, 17,1g et 1g.

Les résultats présentés ne sont pas quantitatifs, I'analyse par couplage chromatographie en
phase gazeuse - spectrométrie de masse n'ayant pas été cholsie dans ce but.

cette technique a pour but d'identifier res métaborites de dégradation.

al Cullure Proteus vulgarts

Trente-six molécules, dont la structure est identifiée ou supposée, ont été mises en évidence
dans fes cinq échantillons diméthylformamide entre un et cinq jours de cullure avec proteus vul-
garis' Le substrat est l'acide carbazole monosulfonique à la concentration de 5 g/1, les conditions
c/N/P = 100t2014. Les différentes molécules sont rassemblées dans le tableau 99.

Du tableau 39 ressortent les observations suivantes :

' Si les impuretés du carbazole (Annexe 1) ne sont pas retrouvées (sauf le méthyl-
carbazole), de nouvelles impuretés dues à des réactions radicalaires secondaires de sutfonation
sont observées.

Deux chlorocarbazoles sont identifiés (deux sites de substitution différents).
ll est d'ailleurs très probable qu'une des substitutions soit effectuée sur l,azote,

puisqu'un seul chlorocarbazole silylé a été retrouvé.
En fait, il semble que le carbazole possède trois sltes de substitution, puisque deux

molécules de dichlorocarbazole ont été ldentiflées et une seule molécule de dichlorocarbazole sily-
lée.

De plus, une molécule de bromocarbazole a été identifiée. Le brome correspond à une
lmpureté de l'acide chlorosulfonique HOSOzCI. ll s'aglt très certainement d,acide bromosulfonique
HOSO2BT, comme I'a conflrmé la société PROLABO, fournlsseur du réactif, dont te brome réagi-
rait suivant une réaction de substitution électrophile sur un cycle aromatique.

Du matérlel cellulalre est retrowé dans le mllleu de culture :
- des acides gras,
- des oqançhosphates
- du pyrophosphate.
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Tableau 39 : Présence (+) ou absence (-) des produits identifiés ou supposés dans les
cinq échantillons silylés de la culture ensemencée avec proteus vutgaris;
les cinq échantillons proviennent des prélèvements etfectués après 1, 2, g,
4 et S jours de culture.

Nom & numérotation
de la molécule

Age des échantillons
( i ) Classement des

spectres de
masse1 2 3 4 5

Carbazote Z0 t + + + + Annexe 1Carbazole silylé S T + + + Annexe 11Méthylcarbazole silvlé 1S + Annexe 11
vf uerguarflazole 62

62  b i s
+ + + + + Annexe 11

+ + + Annexe 11vilterocarDazote slvle E 0 + + + Annexe 17
rrfrilrfsrtl(ja(r,az(,le U ô

87
+ Annexe 17
+ Annexe 17DichlorocarOazole

s.!-lLté I I + Annexe 17Bromocarbazole 7 g + + + + Annexe 17Antioxvdant 12 + + Annexe 10Ft--- 6- + + + + Annexe 10nu|(Je melnytamtno
phosphonique T z + Annexe 18
Frl,|un r.||tItEtltytamlno
phosphonhue 65 + + + + Â t a
Pvrophosphate 6 6 + + Annexe 18rrsrue patmtltque 4 0
Acide stéarique 41

+ + + Annexe 12
+ + + + Annexe 12Alcanes 6l

69
70
71
72
73
74
75
76
77
79
81
89
90
91

+ + + Annexe 18
+ + + Annexe 18
+ + + Annexe 18
+ + + + Annexe 18
+ + + + Annexe 18
+ + + + Annexe 18
+ + + Annexe 18
+ + + Annexe 18
+ + + + Annexe 18

+ Alnexe 18
+ Annexe 18
+ Annexe 18

+ Annexe 18
+ Annexe 18
+ + Annexe 18

Mgrnytamtno t-
âthvl 2-cvclohexane a2 + Annere lg
tsmytamtno 1-
éthvl 2-cvcloherane 13 + Annexa lo
Dérivé de I'indole I s + Annavo lo
thyclro carbazole dione 8 4 + Annexe 19
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Les acides gras et les organophosphates correspondent probablement à du matériel des
enveloppes cellulaires (lyse cellulaire ...) ; quant au pyrophosphate, ll est une preuve sup-
plémentaire de I'activité physiologique des bactéries.

' De nombreux alcanes sont retrouvés (> c22). AinSi, proteus vutgaris utilise très
probablement les atomes de carbone de I'acide carbazole monosulfonique (composé potyaro-
mailque) pour produire des hydrocarbures llnéaires de grande taille. cette observation permet
d'expliquer le fait que la concentration en hétérocycle (Figure 147) diminue considérablement le
premier jour de culture, alors que la croissance bactérienne reste très faible.

ces mesures semblent contradictoires, mais ce n'est pas te cas, puisque la spectrométrie de
masse prouve qu'il y a présence d'alcane dans le milieu de culture.

ff semble que proteus vulgaris dans les conditions C/N/p = 100lZOl4 biotransforme
I'hétérocycle aromatique en alcanes pour ensuite les utiriser comme sources de carbone (leur
disparitlon a été observée quatre jours après ensemencement). il serait cependant nécessaire de
confirmer cette observation en utilisant une technique au carbone marqué.

' Quatre probables métabolites de la dégradation du carbazole semblent avoir été iden-
tifiés' ces quatre composés ont été observés au troisième jour après ensemencement dans l,échan-
tillon précédant la phase de croissance exponentielle des bactéries.

un dérivé probable de I'indole comme le confirme I'ordinateur du spectro_
mètre de masse, mais dont re poids morécutaire n,a pu être confirmé.

- Deux dérivés du cyclohexane :
méthylamino 1-éthyl 2_cyclohexane :

éthylamino 1-éthyl 2_cyclohexans :

- Un dérivé orydé du carbazole :
Dihydrocarbazole dione de formule brute C12HgNOe.

o

b) Culture Pseudomonas sp. S

Onze molécules, dont la structure est identiflée ou supposée, ont été mlses en évldence dans
fes cfnq échantillons diméthylformamlde obtenus entre un et clnq jours de culture avec pseudo-
monas sp' 5' Le substrat était I'acide carbazole monosulfonique à la concentration de S g/1, les
condltlons C/NI/P - 10012014.

flczHs
\ N-cH-

H o

r^Ï cz*s
\ il-".ru
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Les ditférentes molécules sont rassemblées dans le tableau 40.

Tableau 40 : Présence (+) ou absence (-) des produits ldentiflés ou supposés dans les
cinq échantillons silylés de la culture ensemencée avec pseudomonas sp. 5.
Les cinq échantillons proviennent des prélèvements effectués après 1, 2, g,
4e t de culture

Nom & numérotation
de la molécule

Age cles échantillons
( i ) Classement des

spectres de
m€lsse1 2 3 4 5

a Z0 1 + + + + + Annexe 1Carbazolg silylé S T + + A n n e v a  l l
Ch f orocarb azole---------?-

62 b is
+ + + + + Annexe 11

+ Annexe 11Dichlorocarbazole g 6
8 7

+ Annexe 12
+ Annexe 12Trichlorocarbazole 1 00 + Annexe 17

enloromelnyl
carbazole 9 9 + Annexe 17
nc|qe otmetnytamtno
phosphonique 6 s + Annexe 18
Pyrophosphate 6 6 + Annexe 18Phosphate j1 + + + + Annexe 10

Du tableau 40 ressortent les observations suivantes :

. Les impuretés de sulfonation du carbazole (mono-, di_ et trichlorocarbazole) con_
firment I'existence de trois sites de substitution électrophile sur le noyau carbazole et montrent
les difficultés à obtenir une monosubstitution.

L'observation de chlorométhylcarbazole prouve d'ailleurs que la réaction de sulfona-
tion n'esl pas spécifique au carbazole ; elle peut s'effectuer aussi sur ses impuretés (Annexe 1).

. Peu de matérielcellulaire est retrouvé (diméthylaminophosphate et pyrophospha-
le). Aucun produit de dégradation du carbazole n'est idenflfié.

7.3.1.2.

Tous les chromatogrammes sont rassemblés en Annexe 16. (Figures 2g2 à 301).
Les figures 292, 293, 294, 295 et 296 représentent les chromatogrammes des phases

obtenues après un Jour, deux Jours, trois jours, quatre jours et clnq Jours après ensemencement
par Proteus vulgaris.
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Les flgures 297, 298,299, 300 et 301 représentent tes chromatogrammes des phases
obtenues un jour, deux jours, trois iours, quatre jours et cinq jours après ensemencemsnt par
Pseudomonas sp.S.

L'ensemble des molécules identifiées ou supposées est rapporté dans le tableau 41 pour leséchantif fons Proteus vulgaris et dans le tableau 42 pour les échantillons pseudomonas sp. 5.
La numérotation des pics suit lbrdre d'apparition établl dans le chapitre 6.9.2.2.
Le spectre de masse, la formulation et le nom des molécules identifiées ou supposées sontprésentés dans les annexes 1, 10, 11,12, 13, 17,1g et 19.

al Cullure proteus vulgaris

Quinze molécules, dont la structure est identifiée ou supposée, ont été mises en évidence
dans fes cinq échantillons diméthylformamide obtenus entre un et cinq jours de curture avec pro-
teus vulgaris' Le substrat était I'acide carbazole monosurfonique à ta concentration de s g/l et les
conditions C/N/p = 1OO1ZO1O,1.

Les différentes molécules sont rassembtées dans le tableau 41.

Tableau 41 : Présence (+) ou absence (-) des produits identifiés ou supposés dans tes
cinq échantillons siryrés de ra curture ensemencée avec proteus vurgaris;
fes cinq échantillons proviennent des prélèvements effectués après 1, 2, g,
4 et 5 jours de culture.

Nom & numérotation
de la molécule

Age des échantillons
( i ) Glassement des

spectres de
masse1 2 3 4 5

Carbazole 
- 

20 r + + + + Annexe 1Carbazole silvté 
- ----E

+ + + Annexe 11
lrr.rvrvrtatuaz,l,,lt ' ti Z + + + + Annexe 11

+ + Annexe 17
+ + + + + \nnaYA 1n

Âctoe otmetnytamino
phosphonloue 6 s + Annexe 18
! ! !  l l lv tvqtsa4utt t  Zé + Annexe 1
r rvrve ;rEu.ratuyuE + U
Aclde stéarhue 41

+ + Annexe 12
+ + Annexe 12G 92 + Annexe 12

Dalr
+ Annexe 18

!_-!t!I!.Ivlvr!eÀ.|ilÈ' v.l + {
de carboxv-Z indole g g + + + 'IlOOXg 19Indole 9 6 + + ,nngxe 19

vrflgrgtnoote 97 + Annexe 19
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Du tableau 4r ressortent res observations suivantes :

' Présence comme dans les autres réacteurs d'impuretés de sulfonation.

' Présence de matériel cellulaire : diméthylaminophosphate et acides gras déjà
observés dans le milieu de culture de conditions C/N/p = 10Ol2Ol4. Une trace de sucre est
observée le premier jour, ainsi que deux composés de types porycycrohexane.

. Contrairement au milieu de conditions C/N/p = 100t2014, la présence d,alcane
n'est pas observée' Par contre, des métabolites de dégradation du carbazole sont identifiés.

Acide carboxy - 2 indote fô|-l
\ -^nAcoott

Indole

Chloroindole

L'acide carboxy '2 indole et I'indole ont été comparés avec des étalons (Annexe 12) ; leurs
spectres et temps de rétention sont très similaires.

Le composé chloroindole présente d'importantes similitudes, d,un point de vue spectre de
masse' avec celui de l'lndole et prouve par là-même que les lmpuretés de sulfonation peuvent
être dégradées par proteus vulgaris.

Les conditions de culture en phosphore carencé inhibent la production d'alcanes chez proteus
vulgaris et favorrsent ra production d'indore et dérivés.

b) Culture de psaudomonas sp. S

Dix molécules, dont ta structure est identlfiée ou supposée, ont été mlses en évidence dans
les clnq échantlllons diméthylformamide obtenus entre un et clnq jours de culture avec pseudo-

@çx
H

qF
H

ct
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monas sp' 5' Le substrat était I'acide carbazole monosulfonique à la concentration de S g/l et les
condltions C/N/P = lOOt2OtO,1.

Les ditférentes molécules sont rassemblées dans te tableau 42.

Tableau 42: Présence (+) ou absence (-) des produits identlflés ou supposés dans les
cinq échantillons silylés de la culture ensemencée par pseudomonas sp. s.
Les cinq échantiilons correspondent aux prétèvements effectués après 1, 2,
3, 4 et 5 jours de culture.

Nom & numérotation
de la molécule

Age des échantillons-
, ! l
t t , Classement des

spectres de
masse1 2 3 4 5

Carbazole 20 1 + + + + + Annava I
Carbazole silylé S T + Annexe 11Chforocarbazole eZ

62 b is
+ + + + + Annexe 11
+ Annexe 11Chlorocarbazole silylé 8 0 + Annexe 17Antioxydant 12 'l + + + Annexe 10Galéc{|ol 1 01 + + + Annexe 19f sat fne 

-  
102 + Annexe 1g

rvtatt,||Et ce||ulalrg
carboxv léC>20 tOg

+ Annexe 12
+ Annexe 18p 61 + Annexe 10

Du tableau 42 ressortent les observations suivantes :

. Présence des impuretés de sulfonation.

. Peu de matériel cellulaire est observé, à part dans l,échantilon
dans lequel un composé carboxylé complexe (c > 20) est observé.

. Par contre, et contralrement au milleu de conditlons c/N/p
produits de dégradation du carbazole sont observés :

âgé de cinq jours

= 10012014, deux

1) le catéchol @t":
2l l'isatine
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Ces deux composés ont été comparés avec des étalons (Annexe l2) ; leurs spectres er temps
de rétention sont tout à fait similaires.

Comme pour Proteus vulgaris, les conditions de culture en phosphore carencé favorisent la
production de métabolites.

Ces deux composés sont les seuls métabolites correspondant au schéma de dégradation théo-
rique (Figure 63) qui avait été proposé dans la partie bibliographique.

ll semble que la bactérie ait quelques ditficultés à consommer les composés de type 1,2 diol
ou 1,2 dione.

7.3.2. ANALYSES OUANTITATIVES DES ECHANTI LLONS

7.3.2.1. Extrait au diméihylformamide

Les quantités de matière organique solubles dans les milieux de culture ont été mesurées par
pesée de la fraction soluble dans le diméthylformamide (traitement rapporté dans le chapitre
3 .7 .8 .2 . ) .

Ces mesures ont été effectuées sur les différents échantillons correspondant aux prélève-
ments accomplis après un, deux, trois, quatre et cinq jours de culture avec proteus vulgaris el
Pseudomonas sp. S dans les conditions C/N/p = 100t20t4 et 100/2010,1.

Les résultats sont rassemblés dans les tableaux 43 et 44 pour respectivem ent proteus vul-
garis el Pseudomonas sp. S.

Tableau 43 : Evolutlon des quantités extraites (en grammes) avec le diméthylforma-
mide, après passage sur la résine DUoLlrE A37g et lyophilisation des
échantillons prélevés dans les cultures ensemencées avec proteus vulgaris,
en fonction de l'âge des cultures.

C/N/P
Age de la culture

( i )
100t20 t4 100 t20 t  0 ,1

1 ,57 2 .06
2 2 ,77 2 .24
3 2 .01 2 ,9
4 1 .85 2.22
5 2 .65 0 .98
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Evolution des quantités extraites (en grammes) avec le diméthylforma-
mide, après passage sur résine et lyophilisation des échantillons prélevés
dans les cultures ensemencées avec pseudomonas, en fonction de r,âge des
cultures.

C/N/P
Age de la culture

( i )
100 t20 t4 100 t  20 t0  ,1

1 1  . 87 2,41
2 2 .71 2 ,27
3 4 ,37 2 .61
4 3,69 2 .42
5 3 ,81 4 .34

La masse des extraits DMF des culture s de Proteus vulgaris restent, en fonction de l,âge etquel que soit le milieu de culture, du même ordre de grandeur (2,3 t 0,4 g).
Les résultats obtenus avec les cultures ensemencées avec pseudomonas sp.s sont plus va-riés :

' Dans le milieu c/N/P = 1ootzolo,1 tes extraits restent stables les quatre pre-miers jours (2,4 t 0,2 g) pour pratiquement doubrer re cinquième jour.
- Dans !e milieu c/N/P = 10012014 ils augmentent les trois premiers jours pourensuite se maintenir constants (1,0 + 0,3 g).

7.3.2.2.

Les concentrations en hétérocycles des extraits au DMF ont été mesurées par la méthode auxanthydrol et ont permis d'établir le pourcentage d'hétérocycres dans les extraits (Tableaux 4s et46 pour Proteus vutgartsel pseudomonas sp. s respectivement).

Tableau 45 : Pourcentage d'hétérocyctes dans les extraits au DMF après passage des
échantillons dans ra résine DUoLrrE AgTg et ryophilisation des curtures
ensemencées avec proteus vulgarls.

C/N/P 100t20t4 1!/0t20t0.1AæOæ
lchantlllons tlt

voncenuauon en
rétérocvcles {mo/ll

To pàr rappofi ê
-llextralt DMF

concentrailon en
télérocvcles lmallt

lo pâr rapport Ë
l l a v a . - ! r  À t r r

1 280 t 20 18  +  1 990 r 20 48r12 690 r 60 25  t 2 1140 r  40 51  t23 660 r 20 33r l 720 r 60 25 t24 1050 1020 57 i1 580 r 10 26,2 t 0.55 820 r 30 31  È1 284x5 29,0 r 0.5
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Pourcentage d'hétérocycles dans les extraits au DMF après passage des
échantillons dans ra résine DUoLrrE Agzg et lyophirisation des curtures
ensemencées avec pseubmonas sp. S.

C/N/P 100t20t4 100120to.1AæOæ
lchantil lons tit

voncenûailon en
hétérocvcles (mo/il

% pat rapport è
I'extrait DMF

concentration en
héléraarrnlao /mr

% par rapport à
I'extrait DMF1 520 r 40 28 t2

2 10v t zu 10 ,6  t  0 .9119r8 4.4 + o.g 230 t 203 14r1 0,33 t 0.03
10+1

550 r 50 21 t24 360 t 30 9,8 t 0.9
5 460 + 40

310 t  20 13r1
12+1 1E0 r 20 3,5 + 0.5

la résine DUoLlrE A378 semble présenter une adsorption plus efficace avec tes échantiilonsdes cuftures ensemencées avec pseudomonas sp. S.
Pour confirmer cette observation, les concentrations en acide carbazole monosulfonique ontété mesurées sur ces mêmes extraits.
La capacité d'adsorption de la résine en g/l pour chaque échantillon a été calculée en cempa-rant les concentrations en acide sulfonique avant et après leur passage à travers la résine (Anne-xe 14).
Les capacités moyennes de la résine en g/l pour chaque milieu de culture sont rapportéesdans le tableau 47.

Tableau 47: Capacités moyennes d'adsorption de ta résine DUoLlrE A378 (eq/l) de
I'acide carbazole monosulfonique pour les ditférents milieux de culture tes-
tés.
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Le tableau 47 montre que :

. La capacité moyenne d'adsorption de la résine est indépendante de la quantité de
phosphate apportée aux milieux de culture (les vateurs obtenues sont semblables pour chaque
bactérie testée quelle que soit la concentration en phosphate).

. La résine DUOLITE A378 est plus etficace avec les mllieux ensemencés avec pseudo-
monas sp.5.Cela signifie que les milieux de culture ensemencés avec Proteus vulgaris sont plus
riches en molécules autres que t'acide sulfonique, ces molécules interférant sur I'adsorption de
l'acide. Cene constatation semble d'ailleurs en accord avec les analyses qual1atives effectuées par
chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (Annexes 15 et 16) (pré-
sence de nombreux alcanes et produits de dfuradation de I'acide carbazole monosulfonique).

. Dans tous les cas, la capacité d'adsorption de la résine est moindre que celle de
l'échantillon d'acide carbazole monosulfonique pur (O,7Og eq/l ; Annexe 28) et du témoin sans
bactéries des quatre cultures testées (0,69 t 0,01 eq./l).

Cela signifie que non seulement les sels minéraux ajoutés dans tes milieux influent
sur I'adsorption de I'acide sulfonique, mais aussi les molécules produites par les bactéries.

Dans ces conditions, des molécules ont sans doute été retenues lors de ta filtration
sur résines. Aussi les résultats, strement sous-estimés, doivent être considérés avec prudence.

7.3.2.3. Concentrations ên indole et en dérivés de I'indole dans les extreits eu DMF

Dans les échantillons analysés qualitatlvement (cf. 7.3.1.), ont été identifiés trois métabo-
lites ayant une structure indolique : indole, acide indole carborylique et lsatlne.

Leur dosage quantitatif a été effectué par HPLC (cf. 3.7.9.5.2.) et non pas par la méthode au
xanthydrol puisqu'il s'agit d'une méthode qui ne permet pas de doser tous les dérivés indoliques
(cf. lsatlne dans le chapltre g.Z.S.).

Les concentrations des dltférents composés identifiés sont rapportées dans le tableau 4g.
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Tableau 48 : Evolution des concentrations en indote, en acide indole carboxylique et en
isatine en fonction de l'âge des cultures étudiées.

Age de la
culture
testée
( i )

Micro-
organisme

testé
Conditions

C/N/P

Nom de I'hété.
rocycle
indolique

Concentration
en mg/l

Production par
rapport à la

concentration
init iale en

acide sulfonique
(  o / "1

2
Proteus
vulgaris

100 t20 t0 ,1

Acide
indole

carborvlioue

27 t2 0,54 r 0.04
3 46r5 0,9 + 0.1
4 110 r  10 2.2 ! 0.2
3

lndole
58+2 1  ,16  t  0 .04

4 55r4 1 .10  t  0 .08
3 Pseuûnpnas

so. 5 lsatine
46r1 0,92 t 0.02

4 40t2 0.80 r 0.04

Le tableau 48 montre que Proteus vulgaris présente les résultats les plus intéressants dans
notre étude, puisque :

. Proteus vulgaris est la seule bactérie à produire de I'indole. Dans les conditions
C/N/P = 10012010,1 le fermenteur contenait, entre te troisième et le quatrième jour de cultu-
rc, 57 t 3 mg/l d'lndole.

. Le fermenteur ensemencé avec Proteus vulgaris contient dans les mêmes conditions
de cufture, une quantité plus importante de composés indoliques 0usqu'à g,g t O,3To par rapport
à la concentration initiale en acide carbazole monosulfonique) que le fermenteur ensemencé avec
Pseudomonas sp. 5 fiusqu'à 0,92 + 0,02o/ol.

De toutes les bactéries testées, Proteus vutgaris correspond au microorganisme qui permet
d'approcher !e mleux du but que nous nous étions proposé.

7.4. DTSCUSSTON

L'analyse en spectrométrie de masse a permis de mettre en évldence de nombreux produits
dont l'indole et deux de ses dérivés.

Ce chapitre discute de la provenance des ditférents produits de dégradailon identifiés.
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7.4.1. DEGRADATION DES MOLECULES PRESENTES DANS LES MIUEUX DE CULTURE

Les bllans @f. 5.3.2.2.c.) ont montré que l'acide carbazole monosulfonique était utilisé
comme substrat par Proteus vulgaris et Pseudomonas sp.5 quelles que soient les conditions de
cul ture.

Cependant, comme l'étude chromatographique I'a montré, l'acide carbazole monosulfonique
n'a pap été la seule source de carbone consommée par les bactéries. Les autres substrats utilisés
sont les produits secondaires de la réaction de sulfonation (chtorocarbazole et bromocarbazole)
alnsi que des résidus n'ayant pas réagi lors de la sulfonation (carbazole et méthylcarbazole).

En effet, I'expérimentation ayant montré que I'acide carbazote monosulfonlque était utilisé
comme substrat par les bactéries Proteus vulgaris el Pseudomonas sp,5, il est probabte qu'il en
est de même avec le caôazole et les dérivés cités ci-dessus.

7.4.2. LES PRODUITS DE DEGRADATION

Les produits de dégradation qui ont été identifiés sont nombreux, mais leur formulation est
très différente suivant que les conditlons de culture sont carbone limitant (C/N/p =
100120141 ou phosphore limitanr (C/N/p = lOOt2OtO,l).

Ce chapitre est donc traité en deux parties, et ceci en fonction des conditions de culture.

7.4.2.1. Conditions de carence en carbone

Dans les conditions ds carence en carbone (C/N/p = 1OOl2Ot4l, proteus vulgaris produit
jusqu'à quinze alcanes de grande taille (C > 221 pour ensuite les consommer comme substrat.

Le schéma de dégradation de l'acide carbazole monosulfonQue peut se résumer de la manière
suivante (il serait cependant bon de le confirmer par une technique de radioactivité utilisant
l'acide carbazole monosulfonique marqué) :

Adde
carbazole

Proteus
+ vulgarls + Alcanes

monosulfonlque

Afcanes + Proteus vulgaris -+ CO2 + blomasse

Cependant, un dérivé de l'lndole (Molécule no 85 de polds motéculaire non défini) semble
avolr été ldentlflé le trolslème jour de la culture. Cette observatlon semble montrer que la bacté-
rie effectue le clivage d'un des cycles aromatlques comme le font observer lss travaux sur la dé-
gradatlon de l'aclde paratoluène sulfonique avec Pseudomonas (Focht & Wllllams, 1970) et de
l'aclde 2 - naphtalène sulfonlque avec Pseudomonas sp, C22 (Brilon et al.,1gglb).
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Le schéma proposé ci-dessus peut être complété de la façon suivante :

Protqus @:

Âloarcg * +
rrulgaris bùo_

La molécule dihydrocahazole dione qui semble avoir été identifiée le troisième jour de cul-
ture peut confirmor le fait que Proteus vulgaris débute la dégradation du noyau carbazole par une
dihydroxylation (cf. 2.3.3.1.). Cette dihydroxylation serait suivie d'uns oxydation en cétone et
d'une hydrogénation.

L'hydrogénation observée peut être due à une oxygénation insutfisante du milieu de culture
et confirmerait ainsi I'observation de deux dérivés du cyclohexane (Molécules no 82 et 83).

La dégradation débute par I'oxydation d'un des cycles aromati-ques du carbazole (avec éli-
mination du substituant sulfonate) et se poursuit par les clivages successifs du cycle aromatique
substitué et de I'hétérocycle.

Le substrat est ensuite utilisé pour former des alcanes qui sont ensuite assimilés par les
bactéries, après oxydation en acide gras, par p-oxydation (cf. 3.1.1.1.).

Dans les conditions de carence en carbone (C/N/P = 100120141, Pseudomonas sp. 5 ne
produit apparemment pas ou peu de métabolites de dégradation, même si le chapitre 5.3.2.2.c. a
montré que l'acide carbazole monosulfonique était dégradé.

De ce fait, aucun mécanisme de dégradation n'est proposé.

7.4.2.2. Conditions de carence en phosphore

Dans les conditions de carence en phosphore (C/N/P = 10012010,11, Proteus vulgaris ne
prodult plus d'alcanes, mais de I'indole et de I'acide carboxy 2 - indole. Par ailleurs, a été aussi
retrouvé du chloroindole qui correspond très certainement à la dégradation du chlorocâr-
bazole, produit sscondaire de sulfonation.

Le cycle aromatique chloré est conservé puisque peu de bactéries peuvent utiliser les com-
posés xénobiotiques chlorés (Steiert & Crawford, 1985) ; par contre, le second cycle aromatique

a été dégradé.

Quant aux oomposés ayant une structure polycyclohexane, leur origlne est difficile à expli-
quer, ils pourralent correspondre à des prodults de dégradation du noyau carbazole.

acidc _E!g
oarbaaole .+

noaogrrrfouique rnrlgaris

oltvagc dtua oYclc Protcus

aronatLquc E ---r--+r

d,érivé ôc lrludolc rmlearis
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Les mécanismes de dégradation de I'acide carbazole monosulfonique et du chlorocarbazole

sont représentés sur la figure 171.
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Flgure 171 : Proposition d'un mécanisme de dégradatlon de I'acids carbazole monosulfo-

nique et du chlorocarbazole par Proteus vuparts dans les conditions

C/N/P E 100/20/0'1'
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La figure 171 montre que le cycle aromatique substitué est dégradé dans le cas de I'acide

carbazole monosulfonique. Cette observation est tout à fait en accord avec les travaux de Cain &

Farr (1968), Bird & cain (1974), Endo ef al. (19771, Brilon et al. (1981a et 1981b), et

avec Ies prévisions de dégradation des acides carbazole monosulfoniques présentées dans le

chapitre 2.7.3.3.

Cependant I'acide carboxy - 2 - indole et I'indole n'avaient pas été prévus dans ces mécanis-

mes hypothétQues.

De ce fait, soit les mécanismes proposés dans le chapitre 2.7.3.3. sont inexacts, soit les

deux métabolites sont la preuve d'une aclivité enzymatique non encore étudiée dans le cadre de la

dégradation des hydrocarbures.

Quant à Pseudomonas sp. 5, dans les conditions de carence en phosphore (C/N/P =

10012010,11, la production d'isatine et de catéchol a été observée (Figure 172). Ces deux

produits de dfuradation étaient prévus dans les mécanismes hypothétiques de dégradation des aci-

des carbazole monosulfoniques du chapitre 2.7.3.3.

Les mécanismes hypothétiques semblent correspondre au mécanisme de dégradation du subs-

trat par Pseudomonas sp.5. Cela ne signifie pas pour autant que les mécanismes soient les mêmes

pour Proteus vulgarls.

En effet, les mécanismes peuvent être très variés et dépendent de la richesse de l'équipement

enzymatique des bactéries testées et de son expression.

7 .4.3, LE MATERI EL CELLULAIRE

. Deux acides gras (l'acide palmitique et I'acide stéarique) ont été détectés dans les

cultures ensemencées avec Proteus vulgaris et proviennent probablement de la lyse cellulaire.

Leur propriété tensioactive n'a pas d'utilité pour cette étude ; par contre, ils peuvent être utili-
sés comme substrat par les bactérieset assimilés par p-oxydation (Atlas, 1981).

. Deux dérivés de I'acide phosphonique ont été identifiés dans les cultures ensemencées

avec Proteus vulgaris et un seul dans la culture (C/N/P = 10012014) ensemencée avec Pseudo-

monas sp,5.

Leur formulatlon est la suivante :

t lO \  - . . .CH3^{T-"'"",
o

Tl)fi-il-*,
o

Ces composés peuvent avolr été formés par les bactéries par réactlon de phosphory-

latlon avec la dlméthylamine et la méthylamine, ces deux molécules pouvant provenir de la dégra'
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dation de t'hétérocycle du carbazole. Cependant, I'intérêt de ces deux molécules pour la bactérie

reste obscur.

ISATINE

N
H

Y
r

N
H

V
V

o

o

æoH
goH cArEcHoL

Tr
BIOMASSE - COz

o

o

Ffgure i72: Dégradatlon du carbazole par Pseudomonas sp.5 (C/N/P = 100/2010'1).
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. Des traces de sucre ont été retrouvées après une journée de culture avec Proteus

vulgaris dans les conditions C/N/P = 100/20/0,1.

. Par contre, une molécule de grande taille (C > 20) probablement carboxylée, a été
retrouvée en concentration élevée après cinq jours de culture dans les conditions C/N/P =

10012010,1 avec Pseudomonas sp. 5.

Cette étude montre, en définitive, qu'il est possible d'obtenir des composés indoliques, et
même de I'indole, lors de la dégradation de I'acide carbazole monosulfonique.

Les conditions testées les plus favorables à la production de métabolites indoliques sont les

suivantes :

- substrat : acide carbazole monosulfonique,
- condltlons de milieu : C/N/P = 10012010,1,
- bactérie : Proteus vulgaris.
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8. CONCLUSION
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ll est connu que de nombreuses bactéries sont capabtes d'utiliser certaines molécules d'ori-
gine industrielle comme source de carbone et d'énergie pour leur synthèse cellulaire. Sur ce
principe, nous avons décidé d'étudier la biodégradation du 9H-carbazole.

ll a donc été nécessaire :

1 ) de sélectionner les genres bactériens capables d'utiliser te carbazole comme source de
carbone ;

2 ) de déterminer la forme la plus biodisponible et la plus favorable à la biodégradation, et
nous avons pour cela choisi d'étudier :

- le carbazole seul,
- le carbazole en présence de tensioactifs de synthèse (P94 et pt03 copolymères

d'oxyde d'éthylène et de propylène),
- I'acide carbazole monosulfonique, obtenu par réaction chimique entre le carbazo-

le et I'acide chlorosulfonique.

Ces trois directions ont été choisies pour les variations de solubilité du carbazole dans I'eau.
En etfet, il présente seul une solubilité inférieure à 1 mg/l tandis qu'en présence des tensioactifs
P94 et P103, il peut atteindre 10 mg/l et dépasser les 100 g/l sous sa forme acide sulfonique.

3 ) d'étudier la dynamique des cultures bactériennes sur le carbazole en fonction du temps.

Cette étude a ainsi montré que les acteurs de la biodégradation du carbazole sont indifférem-
ment Gram positive et Gram négative, même si les genres Flavobacterium, Kurthia el pseudomo-
nas prédominent.

En fait, I'activité de certaines bactéries a été étudiée de manière plus approfondie et a mon-
tré que :

- le carbazole seul est faiblement blodégradabte ; sa blodégradation a été montrée pâr :

1 ) les variations du pH des cultures en fonction du temps, variations slgnifica-
tives d'une activité bactérienne ou/et d'une productlon de métabolites extra-
cel lulalres,

2 | I'augmentation des populatlons bactérlennes en foncilon du temps,
3 ) les varlatlons de la composition de la phase soluble des mllleux de culture
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' le carbazole en présence des tensioactifs P94 et PlOg présente une meilleure bio-
dégradabllit6 qui se caractérise par :

1 ) une consommation comprise entre 2 et 6% de carbazole pour les bactéries
Agrobacterlum sp 2, corynebacterium sp s et leur mélange après g jours
d'incubalion dans des conditions ds carbone, d'azote et de phosphore non li-
mitantes (C/N/P = 100/5/1),

2 | dans ces mêmes conditions, les taux de croissance p des bactéries, citées ci-
dessus, varient entre 0,7 et 2,9 j-1

- le carbazole sous sa forme acide carbazole sulfonique présente la meilleure biodé-
gradabilité puisque

1 ) la consommation est comprise entre 17 et 50% pour les bactéries pseudo-
monas sp 5 et Proteus vulgaris après 5 jours d'incubation et dans tes condi-
tions de carbone limitant (C/N/P = 100120t4) et de phosphore limitant
(C/N/P = 100/20/0,1),

2 | dans ces mêmes conditions, les taux de croissance p des deux bactéries ci-
tées ci-dessus varient entre 2,2 el S,2 1't.

Les milieux de culture présentant les conditions les plus favorables à la dégradation sont
retenus pour une analyse qualitative des métabolites extracellutaires produits par les bactéries
teslées.

Les premiers milieux qui ont été étudiés étaient constitués du carbazote en présence des
tensioactifs P94 et Pl03. Les milieux de culture étant lrès complexes, il fallut réaliser diverses
extractlons afin d'obtenir plusieurs phases susceptibles d'ôtre facilement anatysées par couplage
chromatographie en phase gazeuse - spectrométrie de masse.

Ces différentes étapes furent de :

- éllmlner par centrlfugatlon et flltratlon le carbazole Insotubte dans l,eau et les bac-
térles,

- enralre après lyophlllsatlon de la phase soluble les molécutes hydrophobes avec le
dichlorométhane,
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- extraire ensuite les molécules hydrophiles avec le diméthylformamide, ces deux
solvants (CHzClz et DMF) p€rmettant d'éliminer les sels minéraux des extraits.

Les analyses qualitatives ont été menées sur tes extraits de cultures ensemencées avec Agro-
bacterium sp2, Corynebacterium sp3 et leur mélange, dans les conditions favorables à la crois-
sance de C/N/P = 100/5/1.

Les spectres de masse obtenus ont été utilisés comme instrument de travail et ont permis de
mettre en place des hypothèses.

lls ont permis de retrouver :

le carbazole,

les impuretés du carbazole (anthracène, phénanthrène, méthylphénanthrène, mé-
thylcarbazole, pyrène et fluoranthène),

des molécules d'origine bactérienne (acides palmitique et stéarique, polyols, sucres
neutres et acides uroniques, glycérophosphorylglycérol),

des fragments plus ou moins dfuradés des tensioactifs P94 et pl03, ce qui indique
que ceux-ci peuvent servir de source de carbone,
des dérivés de dégradation des impuretés du carbazole (hydroxyméthylcarbazote,
anthracène dione ou phénanthrène dione),
ainsi que de possibles dérivés de dégradation du carbazole (méthylamino-cyclohexa-
diène et formyl 1-méthylamino-2-cyclohexane).

L'ensemble de ces manipulations n'a pas permis de mettre en évidence un mécanisme de
dégradation du carbazole. Cependant, les essais menés avec t'acide carbazole monosulfonique ont
fourni des résultats plus intéressants.

Néanmoins il fallut, là-aussi, réaliser diverses opératlons pour obtenir plusieurs phases
susceptibles d'être facilement analysées par couplage chromatographie en phase gazeuse -
spectrométrie de masse.

Trois élapes furent nécessaires :

- éllminer par filtration les bactéries,
- élimlner I'aclde carbazole monosulfonique non blodégradé, par passage sur résine

échangeuse dions,
' extraire au diméthylformamide les molécutes hydrophlles afln d'élimlner les sels

mlnéraux.
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Les analyses qualitatives ont été menées sur les extraits de cultures ensemencées avec pro-
teus vulgarts et Pseudomonas sp 5 dans les conditions de carbone limitant (c/N/p = 1ool2ol4)
et de phosphore limitant (C/N/P = 1OO/20/0,1).

Les spectres de masse obtenus ont permis d'établir des hypothèses de travail qui ont permis
ds retrouver dans tous les cas :

des traces de caôazole,
des lmpuretés du carbazole (anthracène, phénanthrène, méthylanthracène, méthyl-
phénanthrène, méthylcarbazole, pyrène, fluoranthène),
quelques sous-produits de la sulfonation (mono-, di-, tri-chlorocarbazole, bromo-
carbazole),

des molécules d'origine bactérienne (acides gras, ose neutre, pyrophosphate, acide
phosphonique),

un dérivé de dégradation de sous-produits de la sulfonation a été retrouvé avec pro-
teus vulgaris (C/N/P = 10012010,1) : chloroindole.

Pfus précisément et dans les conditions de carbone llmitant c/N/p = 10ot2ol4, la biodé-
gradatfon de I'acide carbazole monosulfonlque par Proteus vulgaris se caractérise par la produc-
tlon d'alcanes linéaires à longue chalne carbonée, qui sont ensuite totalement dégradés.

La bfodégradation de I'acide sulfonique par Pseudomonas sp5, dans tes mêmes conditions, n'a
pas permis de déterminer le moindre métabolite extracellulalre.

L'étude de ces deux milieux de culture, de caractérlstique carbone ilmltant, a montré que :

la croissance bactérienne est importante,
la dégradatbn de l'acide carbazols monosulfonique aboutit à l'asslmilation totate de la
molécule, avec une production faible ou nulle de métabolites extracellulaires.

Dans les condltlons phosphore limltant et pour ces deux mômes bactérles (proteus vulgaris
et Pseudomonas sp 5), les résultats sont tout à falt dlfférents. En effet, la crolssance bactérienne
est plus falble que dans le cas précédent, mals ces mllieux semblent favoriser la production
extracellulalre puisque :

la bfodégradation de l'aclde carbazole monosulfonlque par Proteus vulgaris aboutit à
la production extracellulalre de I'acide indole-2.carboryllque et d,indole,
la bfodégradation de lacide caôazole monosulfonlque par Pseu&monassp S aboutit à
la productlon extracellulalre d'lsatlne et de catéchol.
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En définitive, dans cette étude, les conditions testé€s les plus favorables à la production de
métabolites indoliques sont les suivantes :

- substrat = acide carbazole monosulfonique
- conditions de milleux : C/N/P = 100/20/0,1
- bactérie : Proteus vulgarls.

ll est cependant dommage que les rendements obtenus interdisent à I'heure actuelle une
exploitation industrielle. En effet, ils dépassent rarement 1% pour I'indole et I'acide indole-2-
carboxylique. Cependant, il reste encore à optimiser de nombreux paramètres et à réaliser un
bioréacteur adéquat.
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