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Résumé

L’humanité vie dans un systéme axe sur le tout —jetable ou les entreprises poussent
la production et la consommation de masse de produits d’emballages plastique a usage
unique. Environ 90 % du plastique produit a ce jour n’a pas été recyclé. Le flux de
matiéres plastiques dans notre environnement a donc atteint le niveau de crise, et
I’impact dévastateur de cette pollution se fait le plus sentir dans les océans ou termine

chaque année entre 8 et 12 millions de tonnes de déchets plastiques.

L’objectif de ce travail est de sélectionner des bactéries qui dégradent les matiere en
plastique. Ces souche isolée et identifier sont des bacilles a gram positif capable de
croitre dans la température 37°C en utilisant le polymere en plastique come source de
carbone. Un seul isolat a été identifié come bacillus mégatérium par quelques test
biochimiques et par la galerie API 20E. La propriété analysée dans cette étude est le
potentiel de formation de biofilm bactérien sur le plastique et ses caractéristiques

physiques avant et aprés incubation de deux mois.

Mots clés : Biodegradation, Biofilm, plastique, bacillus mégatérium



Abstract

Humanity lives in a business-driven system pushing the production and mass
consumption of single-use plastic packaging products. About 90% of the plastic
produced to date has not been recycled. As a result, the flow of plastics into our
environment has reached the crisis level, and the devastating impact of this pollution is
observed in the oceans where ends each year between 8 and 12 million tons of plastic

waste.

The aim of this work was to select bacteria that degrade plastic material. These strain
isolated and identified are gram-positive bacilli capable of growing in temperature of
37° C using the plastic polymer as their carbon source. Only one isolate has been
identified as bacillus megaterium by some biochemical tests and by the API 20E
gallery. The property analyzed in this study was the potential for bacterial biofilm
formation on plastic and its physical characteristics before and after incubation for two
months.

Key words: Biodegradation, Biofilm, Plastic, Bacillus megaterium
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Introduction general

Les matieres plastiques présentent plusieurs avantages comparativement a d’autres
matériaux, notamment leur faible colt d’élaboration, leur polyvalence et leur durabilité.
Elles donnent lieu a un vaste éventail de polymeres ayant des propriétés et des applications
particuliéres et diversifiées, comparativement a d’autres matériaux (Tolinsky, 2010).
Toutefois, plusieurs critiques leur sont faites. En effet, les matieres plastiques soulévent des
problémes liés a I’environnement, a la santé, ainsi qu’a la gestion des matieres résiduelles.
Leur persistance dans I’environnement a un impact notable sur la faune et sur la gestion en
fin de vie de ces matiéres. Aussi, la présence d’additifs dans certains matériaux, comme les
phtalates ou le bisphénol A, a suscité une vive controverse relativement a leurs risques
toxicologiques. Plusieurs pays ont limité, voire banni, I’utilisation de certains produits
plastiques. Les sacs en plastiques jetables, de méme que les contenants en polystyréne (PS)
expansé ont fait I’objet de telles mesures (Lewis et Stanley, 2012). Les matieres plastiques
dérivées de ressources non renouvelables, tels le pétrole et le gaz naturel, forment la majeur
partie des matiéres plastiques produites. Mais avant leur développement, les premiers
plastiques prenaient leur origine dans le monde végétal et animal. On utilisait alors les
ressources naturelles telles que la corne, le caoutchouc, le coton, le bois et le sang pour
élaborer des matiéres plastiques. Ces matieres ont été délaissées au profit de ressources
pétrolieres pour des raisons économiques et techniques. Ces matieres ont été délaissées au
profit de ressources peétrolieres pour des raisons économiques et techniques. Cependant,
I’utilisation de matiéres renouvelables connait depuis quelques années un regain de
popularité. Ceci s’explique par le choc pétrolier des années 1970, amenant I’instabilité des
prix des ressources petrolieres, et la sensibilisation croissante de la population aux
problémes environnementaux. Afin de distinguer lexicalement les plastiques issus de
ressources renouvelables de ceux issus de ressources non renouvelables, le terme «
plastique biosourcé » est né. Le potentiel des plastiques biosourcés apparait trés important.
En effet, jusqu’a 90 % des plastiques pétrochimiques pourraient étre biosourcés (Thielen,
2012).
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Chapitre I Le plastique

Le domaine des matieres plastiques englobe un ensemble de champs particuliers ou
I’expertise est trés développée dans les milieux scientifique et industriel. Cette premiére
section présente de fagon digeste plusieurs notions genérales qu’il est pertinent de
discuter ici afin de mieux comprendre le monde dans lequel s’inscrivent les plastiques
biosourcés. Des concepts de base seront abordés, notamment en définissant ce qu’est une
matiére plastique et en décrivant le processus chimique de polymérisation. Les plastiques
seront classés en catégories antagonistes (semi — synthétiques / synthétiques,
thermoplastiques /thermodurcissables et pétrochimiques /biosources).

I.Le plastique :
1.1 Matiere plastique

Le terme « matiere plastique » définit de la maniére suivante : « matiére synthétique,
constituée de macromolécules obtenues par polymérisation ou polycondensation et qui
peut étre moulée ou modelée » (Rey, 2007). La définition du terme « plastique » ramene
prioritairement a la notion de mise en forme : « qui a le pouvoir de donner la forme » . En
fait, le terme « plastique » provient du latin plasticus, « relatif au modelage », emprunté
du terme grec plastikos, « malléable, qui sert a modeler » (Rey, 1992). Le terme «
plastique » a d’abord été employé en tant qu’adjectif : « qui vise la reproduction ou la
création de formes par modelage », se rapprochant de I’expression art plastique . Ainsi, le
terme plastique semble avoir été depuis toujours associé a la mise en forme. Il est a noter
que le terme « plastique », utilisé comme nom commun, constitue une ellipse de «
matiere plastique » . Ces deux termes sont donc équivalents. Dans la littérature
scientifique, et plus spécifiguement dans le domaine de la chimie, plusieurs définitions
sont proposeées. Des définitions partielles, car tres larges et incomplétes, sont données : «
n'importe quelle matiere qui peut étre chaufféee ou moulée et qui conserve sa forme une
fois refroidie est un plastique » (CCSP, 2009b) ou « matiere intrinsequement sans forme

pouvant étre moulée ou modelée sous la chaleur et/ou la pression » (Koch, 2013).
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1.2. Polymeére et polymérisation :

Le concept de « polymere » étant lié de trés pres a celui de « matiére plastique », certains
auteurs renvoient directement la définition de « matiere plastique » a ce concept
(Helmenstine, 2012). Les matiéres plastiques sont faites de polymeres. Puisque la
plupart des matiéres plastiques sont constituées d’un seul type de polymere, par exemple
le polyéthylene (PE), le terme « polymere » est généralement employé par extension pour
désigner celles-ci. Un polymere est un assemblage de plusieurs monomeres, des
molécules de base chimiquement liées en une macromolécule (Reyne, 1998). La longue
chaine du polymere rassemble les monomeres de maniére structurée (Chemistry
Encyclopedia, 2007). La formule chimique d’un polymere rappelle la formule du
monomere en ajoutant la lettre « n », précisant que le monomere est répété un fois dans la
chaine (Olivier, 2013). (figurel) . présente les formules de quatre polymeres : le
polyéthyléne (PE), le polystyréne (PS) et le polypropyléne (PP) et le polychlorure de
vinyle (PVC).

PE PS PP PVC
R [H CHy\ [H H\

Yol [ | '_ \
N I e B ey
\H H / \H ¢/,

Figure .01: Structures moléculaires du PE, du PS et du PP et du PVC
(Lower,2009) .

Dans les cas des PE, PS, PP et PVC de la figure 01, chaque polymeére n’est formé que
d’un seul type de monomeére. Par exemple, le PE n’est composé que de monomeres

d’éthylene, le PS n’est composé que de monomeres de styrene, le PP n’est composé que
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de monomeres de propyléne et le PVC n’est composé que de monomeres de chlorure de
vinyle. D’autres polymeéres sont composés de monomeres de différentes natures
assemblés en alternance (Olivier, 2013). C’est le cas pour le polyéthylene téréphtalate
(PET) qui résulte d’un assemblage d’acide téréephtalique et d’éthylene glycol . La formule
chimique du PET est présentée a la( figure 02). Le segment d’éthyléne peut étre reconnu

par la formation CH2-CH2 a droite sur I’illustration.

C@C ey

O—CH,

Figure .02 : Structure moléculaire du PET ( Lower, 2009).

Tous les polymeres courants sont formés d’une chaine d’atomes de carbone habillée
d’hydrogenes (Reyne, 1998). Certains polymeres integrent aussi I'oxygéne ou le silicium,
le chlore, le fluor, I'azote, le phosphore ou le soufre (CCSP, 2009b).

Un polymeére est constitué d’un nombre élevé de monomeres, ce qui lui confere une
masse moléculaire trés élevée (Koch, 2013), d’ou le terme de macromolécule (Olivier,
2013). Plus le nombre de monoméres fusionnés est élevé, plus les chaines seront longues
. Un polymeére composeé de chaines courtes sera plus malléable alors qu’un autre de méme
nature chimique, dont les chaines sont nettement plus longues, sera rigide et plus

résistant a la traction .
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La polymérisation est le terme générique qui décrit tout type de réaction de formation des
polymeéres résultant de I’assemblage de monomeéres en de longues chaines (SDP, 2010).
Les plus courantes sont la polycondensation et la polyaddition (Chemistry
Encyclopedia, 2007). La polycondensation implique des monomeres de bases différentes
qui se lient entre eux (Lower, 2009). Mais cette réaction génére une petite molécule
comme résidu, qui consiste souvent en H20 ou en HCI (Cantor, 2011). Par exemple, lors
de la polymérisation du PET, chaque arrimage d’acide téréphtalique et d’éthyléne glycol
entraine le rejet d’une molécule d’eau (Olivier, 2013). La polyaddition utilise plutét
I’ouverture des insaturations des monomeres (liens doubles ou liens triples) pour lier
successivement les monomeres. Elle requiert I’initiation par un catalyseur sur un premier
monomere, puis la réaction se déroule spontanément en chaine (Reyne, 1998). Les
matieres plastiques courantes qui résultent de la polyaddition sont le PE, le PP et le PVC
(Chemistry Encyclopedia, 2007). Peu importe le type de réaction, celle-ci se fera

généralement sous I’effet de la chaleur et de la pression (Cantor, 2011).

1.3 Plastique semi-synthétique, synthétique et biosourcé :

Une matiére plastique peut étre semi-synthétique ou synthétique (San Diego Plasics,
2010; Chemistry Encyclopedia, 2007; Mossman, 2008 et PHS, 2010). Cependant,
certains restreignent la définition de matiére plastique aux seules matiéres synthétiques
(CCSP, 2009b et Helmenstine, 2012c). il est important d’expliciter la nuance entre ces
termes, puisque cela permettra de saisir le concept de plastique biosourcé.

D’abord, des polymeéres naturels furent utilisés, par exemple la corne, I’écaille la
gomme-laque, ou I’ambre, qui sont considérés comme des matiéres plastiques puisqu’ils
peuvent étre formes et moulés par la chaleur (Mossman, 2008 et Koch, 2013).

Puis, vinrent alors les premiers plastiques semi-synthétiques faits de polymeres naturels
modifiés chimiquement par des produits chimiques, tel le nitrate de cellulose (Chemistry
Encyclopedia, 2007; PHS, 2010 et Mossman, 2008). Enfin, des matiéres plastiques
entierement synthétiques ont été élaborées a partir de molécules développées par
I”’nomme, donnant notamment le PS, le PVC et le PE (Chemistry Encyclopedia, 2007).
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Plusieurs facteurs ont contribué a I’expansion des matiéres plastiques synthétiques :

leur faible prix, d0 a leur facilité de production.

leurs nombreuses applications possibles, découlant de propriétés physiques
intéressantes et de leur résistance chimique .

leur bilan énergétique faible relativement a d’autres matériaux (Reyne, 1998).

Les plastiques biosourcés sont des matériaux fabriqués a partir d’une matiére premiére de
source organique renouvelable (Huneault, 2011). Le plastique produit doit é&tre composé
en totalité ou en part significative de matieres renouvelables (Platt, 2012). Le terme
équivalent en anglais est « biobased plastics ». Le concept de plastique biosourcé ne doit
pas étre confondu avec la notion de biodégradabilité, ces deux concepts n’étant pas
exclusifs. En fait, un plastique biosourcé peut étre biodégradable ou non, au méme titre
qu’un plastique pétrochimique. La source organique renouvelable peut étre d’origine
vegétale ou animale (Lunt, 2009). Par exemple, la canne a sucre peut servir a fabriquer
les monomeres menant au PE et le mais peut servir a faire ceux menant au PP (Aubry,
2004). Ainsi, par rapport au classement naturel/semi-synthétique/synthétique, les
plastiques biosources peuvent constituer des plastiques semi-synthétiques, comme c’est
le cas pour les plastiques a base d’amidon ou le polymeére naturel est modifié, ou des
plastiques synthétiques, ou le processus de polymeérisation classique est utilisé.

1.4 Thermoplastiques et thermodurcissables :

Une catégorisation courante des matieres plastiques repose sur leur réaction en réponse a
I’augmentation de température (PHS, 2010). Deux classes permettent de catégoriser les
matiéres plastiques : les thermoplastiques et les thermodurcissables (Reyne, 1998).

Les thermoplastiques, ou plastomeres, sont des plastiques qui ramollissent sous I’effet de
la chaleur, deviennent souples, malléables et prennent forme aprés un refroidissement.
Mais ce procédé est réversible, c’est-a-dire que la structure de la matiere se ramollit
lorsqu’on augmente de nouveau la température . Néanmoins, ces plastiques ne sont pas
recyclables a I’infini, une altération des propriétés du polymeére se produisant sous I’effet

répeté des élévations de tempeérature . Mais, selon certains, le recyclage peut se faire tout



Chapitre I Le plastique

de méme plusieurs fois sans en altérer les propriétés de facon importante (PHS, 2010).
Les chutes peuvent étre broyées pour étre réutilisées. Ce processus réversible s’explique
par la faiblesse des interactions entre les macromolécules, pouvant étre rompues sous
I’effet de la chaleur ou de fortes contraintes (Cap Sciences, 2006). Les macromolécules
peuvent alors glisser les unes sur les autres jusqu’a ce que la matiere refroidisse . Les
thermoplastiques comportent I’avantage d’étre facilement recyclables (Reyne, 1998).

Les thermodurcissables, ou duromeéres, tout comme les thermoplastiques, prennent forme
lorsqu’ils sont refroidis, mais, a I’inverse des thermoplastiques, ne peuvent étre remis en
forme une seconde fois, I’opération étant irréversible . En effet, chauffés de nouveau, ils
ne ramolliront pas et conserveront leur forme de maniére permanente (PHS, 2010). En
fait, lorsque chauffés de nouveau, ces duromeres finissent par atteindre leur température
de décomposition plutdt que de ramollir sous I’effet de la chaleur (CCSP, 2009b). IIs
sont le produit de polycondensation (Aubry, 2004). A la différence des thermoplastiques,
les polymeéres qui forment ces thermodurcissables comprennent un grand nombre de
pontages entre les chaines, des liens chimiques résistants qui ne peuvent étre rompus
(Cap Sciences, 2006). Le glissement entre les chaines lors du réchauffement est empéché
par ces liaisons . Les élastomeres, tel le caoutchouc, qui peuvent se comprimer ou s’étirer
puis reprendre leur forme initiale, font partie des thermodurcissables .

Afin d’illustrer la différence de comportement sous I’effet de la chaleur entre les deux
types de plastique, les thermoplastiques peuvent étre comparés a du verre, que I’on peut
refondre a haute température, et les thermodurcissables a du béton, qui ne peut étre remis
en forme sous I’effet de la chaleur (Reyne, 1998). Les thermoplastiques sont de loin le
type de plastique le plus commercialisé. Approximativement 80 % des polymeres
produits industriellement sont des thermoplastiques, les 20 % restants sont des
thermodurcissables (Lower, 2009).

1.5 Processus d’élaboration des matieres plastiques synthétiques :

Les matiéres plastiques synthétiques sont essentiellement produites a partir de

monomeres issus de la pétrochimie (Reyne, 1998). Cependant, elles peuvent également
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étre produites a partir de charbon ou de gaz naturel, bien que le pétrole soit le matériau
brut le plus utilisé pour la production des matiéres plastiques (PHS, 2010). Les raffineries
créent des sous-produits dans les tours de raffinage a partir du pétrole brut (Reyne,
1998). C’est a cette étape que seront séparés par distillation I’essence, les naphtes, la
paraffine, le diésel et les huiles lourdes (PHS, 2010). La (figure03) présente le processus
d’élaboration des thermoplastiques courants, tels le PP, le PVC, le PE, le PET et le PS, a

partir du pétrole et du gaz naturel.
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Figure.03: Processus d'élaboration des thermoplastiques classiques (Andrady,
2003D).

Le producteur de matiéres plastiques utilise donc comme intrant les naphtes ou les
oléfines, qu’il transformera, par vapocraquage, en intermédiaires de chimie organique, les
monomeres tels I’éthyléne, le propylene, le butene et autres hydrocarbures insaturés
(Reyne, 1998 et PHS, 2010). Ces monomeres seront transformés en polymeéres, comme
il a été expliqué dans la sous-section précédente, se présentant sous forme de poudre

solide ou de résine liquide (Reyne, 1998). L’industrie préférant utiliser les polymeres
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sous forme de granules, les polymeéres produits sous forme de poudre ou de résine

doivent étre soumis a travers d’un processus d’extrusion , qui sera aborde ultérieurement.

Les polymeres sont rarement utilisés seuls. D’autres produits entrent dans la composition
des matieres plastiques (PHS, 2010). Des additifs ou adjuvants sont ajoutés afin
d’ameéliorer certaines propriétés physicochimiques (Reyne, 1998). Les deux termes ne
sont pas a confondre. Les additifs peuvent représenter une part importante de la matiere
plastique, ils sont ajoutés dans des proportions allant jusqu’a 50 % de celle-ci, tandis que
les adjuvants ne seront employés que dans de faibles proportions, généralement

inférieuresa 2 % .

Six types d’additifs sont employes : les renforts, les charges, les plastifiants, les
stabilisants, les antioxydants et les colorants . Les renforts sont utilisés pour accroitre la
tenue mécanique et la rigidité (p. ex. fibre de verre, carbone). Les charges sont ajoutées
afin d’apporter une propriété specifique (p. ex. talc, calcaire) ou comme matériel de

charge pour réduire le codt (p. ex. farine de bois, coton, cellulose) .

Les plastifiants sont utilisés pour donner de la souplesse et réduire la fragilité (p. ex.
phosphates, phtalates, adipates, sébacates, stéarates, glycols), surtout dans les PVC; les
stabilisants (p. ex. sels, stéarates), surtout dans les PVC, et les antioxydants (p. ex. amines
aromatiques, dérivés phénoliques), dans les PE, PP et PS, sont utilisés contre le
vieillissement. Enfin, les colorants sont utilisés pour modifier I’apparence de la matiére

(p. ex. pigments minéraux ou organiques) .

Les adjuvants conferent des propriétés diverses. Les réticulants apportent une structure
pontée qui mene aux thermodurcissables. Les gonflants apportent une structure cellulaire.
Les solvants facilitent I’enduction ou I’imprégnation. Les anti-UV retardent la
dégradation photochimique. Les antistatiques dissipent I’accumulation de charges
électriques. Les tensio-actifs jouent un rdle de dispersant. Les lubrifiants facilitent le
démoulage. Egalement, des fongicides, ignifugeants et désodorisants peuvent étre ajoutés

1.6 Mise en forme des plastiques :
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Plusieurs procédés de mise en forme existent, certains sont plus adaptés aux
thermoplastiques ou aux thermodurcissables. Les procédés ci-dessous sont les plus

communs et conviennent aux thermoplastiques.

L’extrusion consiste d’abord a chauffer la matiere plastique, puis a I’amener par une vis
sans fin vers une embouchure étroite, nommée filiere, produisant la forme désirée, apreés
quoi la matiere sera refroidie (CCSP, 2009b). On peut comparer ce systeme a celui
utilisé dans la confection des saucisses ou des pates alimentaires. Ce systéeme de mise en
forme sert notamment a la fabrication de pailles, de tuyaux, de fibres textiles, de cordes et
de cadres de fenétres . Selon sa forme, la filiere de sortie produit un moulage sans fin
convenant a des applications variées : fil, profilé, film, feuille, plaque, gaine et tube; il
suffit de le couper a la longueur désirée (Reyne, 1998). L’extrusion convient a tous les

thermoplastiques, mais est plus appropriée pour le PE, le PP, le PVC, le PS et le PET .

L’injection consiste, tout comme I’extrusion, a chauffer la matiere plastique qui sera
amenée par une vis sans fin jusqu’a une filiere de sortie, mais, a la différence de
I’extrusion, celle-ci sera injectée dans un moule sous forte pression et compactée (Reyne,
1998). Ce moule, refroidi par circulation d’eau, se defait en deux parties, €jectant la piéce
plastiqgue mise en forme . Il s’agit de la méthode la plus courante de mise en forme des
plastiqgues (CCSP, 2009b). L’injection convient a toutes les piéces moulées en trois

dimensions (peignes, jouets, poubelles, etc.) (Reyne, 1998).

Le soufflage consiste a pincer un tube extrudé par ses deux extrémités, I’une se soudant
sur elle-méme et I’autre s’appuyant sur une canne de soufflage par laquelle de I’air est
soufflé pour déformer le tube, prenant alors la forme d’un moule . Cette méthode peut
également se faire avec une feuille extrudée dont les parois seront fixées. L’air comprimeé

soufflera sur la feuille qui prendra forme dans un moule (PHS, 2010).

Le rotomoulage consiste a faire pivoter sur un axe horizontal et vertical un moule
chauffé, dans lequel la résine plastique, sous forme de poudre, y tapisse les parois
(CCSP, 2009b). Comme pour I’injection, le moule est refroidi a I’eau (Reyne, 1998). Le
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rotomoulage est moins adapté que le soufflage aux grandes séries et aux petits articles a

parois minces .

Le calandrage consiste a fabriquer une feuille en continu (Carrega, 2009). Le mélange,
constitué de résine et d’additifs, est chauffé et passe entre des jeux de cylindres chauffés,
jusgqu’a I’obtention de I’épaisseur désirée, puis passe finalement entre des cylindres de
refroidissement (Reyne, 1998). La matiere produite est ensuite enroulée pour

I’expédition (Carrega, 2009).

Le thermoformage consiste en une opeération inverse au soufflage. On utilise une feuille
extrudée qui sera fixée par les parois, réchauffée, puis aspirée par dépression sur un
moule de forme adaptée (Reyne, 1998).

1.7 Thermoplastiques courants

Il existe de nombreuses matieres plastiques synthétiques. Certaines entrent dans la
composition de nombreux produits d’usage courant, d’autres ont des utilisations plus
spécifiques. Cette sous-section présente les thermoplastiques les plus courants.

Les thermoplastiques les plus utilises sont identifiés a I’aide du ruban de Mobius, afin de

faciliter la reconnaissance des matiéres recyclables. 1l s’agit du :

polyéthyléne téréphtalate
polyéthyléne haute densité (PEHD)
PVC

polyéthyléne basse densité (PEBD)
PP

PS

La structure moléculaire de chacun de ces thermoplastiques est présentée a la figure 01
(PE, PVC, PP et PS) et a la figure 02 (PET).

10



Chapitre I Le plastique

Le polyéethylene (PE) représente a lui seul le tiers de la production mondiale de plastique
(Cap Sciences, 2006). Il est formé par la polyaddition de monomeéres d’éthylene
(Cantor, 2011). Il existe différents polyéthylénes classés selon leur densité, qui dépend
du nombre et de la longueur des ramifications présentes dans le matériau (Cap Sciences,
2006).

On distingue généralement deux types, soit le polyéthylene haute densité (PEHD) et le
polyéthyléne basse densité (PEBD). La densité, relative a la masse molaire moyenne, est
attribuable au nombre de monomeres composant le polymere. Par exemple, le PEBD
contiendrait de 1000 a 5000 monomeres, tandis que le PEHD en contient entre 20 000 et
50 000 (Olivier, 2013). Le PEBD se préte a plusieurs utilisations, principalement dans la
fabrication des produits souples : sacs, films, sachets, récipients de toutes sortes
(bouteilles de Ketchup, de shampoing, tubes de cosmétiques, etc.) (Cap Sciences, 2006).
Le PEHD entre dans la composition d’objets rigides : bouteilles de produits nettoyants,
poubelles, tuyaux, jouets, Tupperware, etc. . Le polyéthylene téréphtalate (PET) est
utilisé notamment dans la fabrication des bouteilles d’eau ou de boissons gazeuses, de

films plastiques, de contenants d’ceufs et de fibres textiles (polyester).

Le polypropyléene (PP), tout comme le PE, est formé par la polyaddition, mais de
monomeres de propylene plutdt que d’éthyléne (Cantor, 2011). Il sert a la fois comme
plastique et fibre (Cap Sciences, 2006). Il est utilisé dans le domaine automobile (pare-
chocs, tableau de bord, etc.), dans les contenants de yogourt et de margarine, les
bouilloires électriques, les tapis et cordes synthétiques (ibid.). Ses diverses utilisations
sont entre autres attribuables a son point de ramollissement élevé, soit 160 °C (CCSP,
2009b).

Le polystyrene (PS), est polymérisé par polyaddition de monomeres de styréne (Cantor,
2011). 1l se présente sous deux formes a un point de ramollissement assez bas : rigide ou
expanse. Sous forme expanseée, il est aussi connu sous le nom de styromousse (CCSP,
2009b). Le PS rigide entre dans la composition de nombreux types de boites, notamment

les boitiers de disques compacts, les rasoirs jetables, les ustensiles jetables, les contenants

11
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de yogourt individuels. Le PS expansé, forme cellulaire du PS, prend sa forme gréce a la
vapeur d’eau ou a un solvant qui peut facilement devenir gazeux. Il est utilisé notamment

comme barquette alimentaire et comme isolant thermique.

Le polychlorure de vinyle (PVC) est obtenu par la polyaddition de monomeres de
chlorure de vinyle (Cantor, 2011). 1l s’agit d’un des polymeéres les plus utilisés (Lower,
2009). Le PVC souple, par I’ajout de plastifiant, peut étre utilisé notamment comme
gainage de cables, revétement de sol, cuir synthétique et rideau de douche. Le PVC rigide
peut entrer dans la fabrication de tuyaux, revétements extérieurs et cadre de fenétres. Le
PVC n’est pas thermostable, il peut se dégrader et relacher de I’acide chlorhydrique

(HCI) sous forme gazeuse (Cantor, 2011).
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L'orientation actuelle de la recherche en matieres plastiques indique un fort accroissement
du développement de produits polymeres biodégradables a durée de vie pré-définie.
Quatre champs d'application peuvent étre distingués : les matériaux d'emballage, les films
de paillage, les sacs d'emballages et les applications médicales (dégradations aseptiques).
Les matiéres plastiques sont des matiéres organiques qui sont obtenues en incorporant, a
une « résine » de base, divers composés qui améliorent leurs caractéristiques. On ne
trouve pas de matiéres plastiques « naturelles ». Tres résistantes, elles sont difficilement
dégradees. En revanche, il existe des polymeres naturels ou <«biopolymeres » (cellulose,

amidon, protéines) qui peuvent étre degradés naturellement dans I’environnement.

11.1. Plastique et bodégradabilité :

Le traitement biologique, par exemple le compostage ou la digestion, est un procédé
important dans la gestion des déchets plastiques biodégradables. Les organismes
internationaux de normalisation ont développé et ameéliorent des méthodes d'essai
standard pour confirmer la biodégradabilité ou la compostabilité de matériaux (ISO
20200, 2004) et de produits. Les matieres plastiques biodégradables répondent a des
strictes afin de garantir leur biodégradabilité totale, la qualité du compost et la sécurité du
produit mais aussi afin de limiter I’emploi souvent abusif du terme biodégradable. La
conformité a une norme peut étre déclarée par une auto-évaluation ou par la certification
de tiers. La production et I’utilisation des matieres plastiques biodégradables peuvent
permettre de réduire considérablement I’accumulation de déchets solides toxiques pour

I'environnement.
11.1.1. Dégradation :

La dégradation d’un matériau signifie la perte de ses propriétés physico-chimiques (Vert
et al., 1992). Dans le cas d'un matériau polymeére, cette perte de propriétés peut se
produire en raison de modifications physico-chimiques dans I'assemblage des

macromolécules qui forment le matériau et/ou suite & une rupture de ces macromolécules.

13
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Toutefois, il existe plusieurs situations qu'il est nécessaire de distinguer en terme de

dégradation :

v' Le matériau est dégradé partiellement, ce qui aboutit a la formation de fragments
macromoléculaires qui peuvent étre plus petits mais trés semblables au matériau
d’origine d’un point de vue chimique.

v Le matériau est dégradé ainsi que les macromolécules, ce qui se traduit par la rupture des
chaines macromoléculaires provoquée par un procéde chimique comme une hydrolyse ou
une oxydation, ou par des agents biologiques tels que les micro-organismes ou I’action
d’enzymes ,ou les deux conjugués (Vert et al., 1992).Les produits de degradation
résultants peuvent se trouver dispersés dans I’environnement sans former d’interactions,
ou peuvent étre intégres dans des cycles biologiques et transformés en eau et en dioxyde
de carbone (CO2), ou étre assimilés par des micro-organismes et ainsi contribuer a la

formation d’une nouvelle biomasse.

Il existe différents types de dégradation : la dégradation abiotique causée par des facteurs
physiques tels que I’oxygéne, I’eau ou la lumiére, et la dégradation biotique due a
I’action de micro-organismes (Calmon-Décriaud et al., 1998). En conditions naturelles,
ces deux types de dégradation peuvent étre combinés et mener les polymeres a différents

degrés de dégradation (fragilisation, fragmentation, solubilisation).

L'ISO (International Standards Organisation) a établi des définitions pour les
termes «degradation » et « détérioration » (ISO 472, 1988; Vert et al., 1992). La
dégradation d’un matériau peut étre définie comme une « modification dans la structure
chimique d'un plastique entrainant des changements de propriétés ». La détérioration est
une « modification permanente dans les propriétés physiques d'un plastique mise en

évidence par une altération de ces propriétes ».

De méme, I’ASTM (American Society for Testing and Materials) et le CEN

(Comité Européen de Normalisation) ont défini la notion de dégradation comme « un

14
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processus irréversible aboutissant a un changement significatif de la structure du matériau
particuliérement caractérisé par la perte de propriétés (intégrité, masse molaire, structure
ou résistance mécanique) et/ou une fragmentation. La degradation est influencée par les
conditions environnementales et se déroule au cours d’une période comprenant une ou

plusieurs étapes ».

De nombreux travaux montrent que les polymeres plastiques peuvent étre degradés selon
différents mécanismes tels que la photo-dégradation par les rayonnements UV ou la
lumiere solaire (Shang et al., 2003), I’oxo-dégradation par oxydation chimique ou
enzymatique (Enoki et al., 2003), la thermo-degradation par la chaleur (Lacoste et
Carlsson, 1992), la dégradation mécanique sous I’effet de contraintes mecaniques (Fare
et al., 1999) et la biodégradation induite par I’action de micro-organismes (Bode et al.,
2001).

11.1.2.Biodégradation :

D’aprés Feuilloley (1999), un dictionnaire classique définit le terme biodégradable tel
que : « se dit d’un produit industriel qui, laissé a I’abondon,est détruit par les bactéries ou
d’autres agents biologique»>> . Cette définition présente le matériau biodégradable comme

un matériaux capable de prendre en charge sa propre élimination.

polyméres biodégradables sont devenus trés populaires mais la définition de ce terme
n’est pas toujours claire et donne lieu a de nombreuses interprétations. La détérioration
ou la perte d’intégrité physique. Beaucoup de polymeéres dits "biodégradables” sont en

fait "bio-érodables”, "hydro-dégradables™, “"photo-dégradables”, etc.

L'abus concernant I’emploi du terme "biodégradable” pour qualifier certains plastiques a
conduit les différents organismes de normalisation (ISO, ASTM, DIN, JPBS, CEN) a

I’établir des définitions sur la notion de plastiques biodégradables .

La biodégradabilité primaire (ou facile, « ready biodegradability ») est I’altération

de la structure chimique. Le résultat se traduit par la perte de propriétés spécifiques du
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polymere. Il est trés important de la mesurer pour les polymeres utilisés pour des

applications durables (batiment, automobile, etc.).

La biodégradabilité ultime (ou inhérente, « inherent biodegradability » ou
minéralisation) concerne les matériaux totalement dégradés par des micro-organismes
avec la production de dioxyde de carbone (en aérobiose) ou de méthane (en anaérobiose),

d’eau, de sels minéraux et de nouveaux constituants cellulaires (biomasse).

La notion d’« acceptabilité environnementale » a également été introduite pour
établir la nuance entre les polymeres biodégradables qui peuvent étre totalement ou
partiellement dégradés et les polyméres biodégradables et acceptables par
I’environnement (Swift, 1992; Yabannavar et Bartha, 1994; Calmon-Décriaud et al.,
1998).

Les définitions de « biodégradation » et de « biodégradabilité » concernant les plastiques
peuvent étre qualifiees respectivement de « procedé induit par une activité biologique qui
conduit a un changement de la structure chimique du matériau en produits métaboliques
naturels » et « un plastique est biodégradable si tous ses constituants organiques sont
sujets a une dégradation biologique compléte. Les conditions environnementales et les
taux de dégradation sont évalués par des méthodes normalisées » (Mdller et al., 1994;
DIN 54900, 1998). En regle générale, les définitions sont établies au sens le plus large
possible. Cependant, si un terme peut avoir différentes significations dans d'autres
contextes ou peut étre mal interprété, la définition peut étre limitée a son domaine
d'application (Vert et al., 1992).

11.2. Mécanisme général de la biodégradation :

Tous les matériaux polyméres sont exposés aux conditions naturelles
environnementales et leur surface est recouverte par des micro-organismes, excepté dans
le cas de pieces stériles (Gu, 2003 b). Ces micro-organismes sont capables de dégrader

une large gamme de polymeres naturels et synthétiques.
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11.2.1 Processus biochimiques

Le terme de « plastiques biodégradables » se rapporte a une attaque enzymatique
par des micro-organismes des matériaux constitués a partir de polymeres peu ou non
solubles dans I’eau. La biodégradation des plastiques est un processus hétérogéene qui se
déroule en deux étapes. La premiére étape est une fragmentation du polymere, elle
correspond a une rupture des chaines. La deuxieme étape correspond a une minéralisation
des petits fragments bioassimilés par les micro-organismes. En raison d’un manque de
solubilité dans I’eau et de la taille des molécules de polymeres, les micro-organismes ne
peuvent pas absorber directement les polymeres. lls doivent dans un premier temps
excréter des enzymes extracellulaires qui vont couper les chaines des polymeéres
(figure04) .

gxcrition d’enzymes
extracellulaires

intormédiairos
assimilés a lintérieur
des coliules

enzymes lides a 1o
surface et coupant
les chaings polyméres

intormadiairos de
dégradation dissous
dans le milieu

[eravmes enraceioranes) Kb [(ntermediaires solubles dans reaur]

Figure .04 : Mécanisme géneral de la biodégradation des plastiques d’apré Muller
(2004).

Ainsi, les micro-organismes dégradent les polymeres grace a la production d’enzymes

intra-et extracellulaires comme les dépolymérases et les hydrolases (Gubitz et Paulo,
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2003). Les polymeres sont décomposés en intermediaires hydrosolubles de plus petite
masse molaire. Ceux-ci peuvent étre transportés a I’intérieur des cellules, étre introduits
dans la ou les voie(s) métabolique(s) appropriée(s) et assimilés (Ratajska et Boryniec,

1998; Gu et al., 2000; Gu, 2003 a; Muller et al., 2001; Muller, 2004).

Dans le cas d’une minéralisation complete en composés inorganiques, les produits finaux
de ces processus métaboliques sont I’eau, le dioxyde de carbone et le méthane (dans le
cas de la dégradation anaérobie) (figure05), ainsi qu'une nouvelle biomasse (Feuilloley,
1999; Gu, 2003 a) La biodégradabilité des polymeres dépend de leur masse molaire et
de leur aspect (film, poudre). Les monomeres, les dimeéres et les oligoméres sont plus

facilement dégradés et minéralisés que les polymeres correspondants (Gu, 2003 a).

Les enzymes extracellulaires sont de grosses molécules qui agissent en surface du
matériau polymere. La biodégradation des plastiques est généralement un procédé
d'érosion extérieure du matériau (Ratajska et Boryniec, 1998; Gu, 2003 a; Muiller,
2004). Elles réduisent la longueur des chaines de polyméres par des réactions

d’hydrolyses ou d’oxydations.

POLYMERES

M
Dépolymérases

V4

Aérobie | OLIGOMERES | Amwaérobi
& DIMERES %m
MONOMERES CH, /C0, /H)0

Biomasse microbienne
co,/ H20

Figure .05: Schéma des étapes de la dégradation des polymeéres en conditions

aérobie et anaérobie (Gu, 2003 a).

11.2.2. Influence des paramétres abiotiques
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Parallelement au processus de biodégradation, des processus abiotiques peuvent
également intervenir dans les processus de dégradation des polymeéres. Ces processus
abiotiques incluent I'hydrolyse chimique, la dégradation thermique, et I'oxydation ou la

scission de chaines polymeres.

par irradiation (photodégradation). Pour certains matériaux polymeres, ces effets sont
utilisés directement pour induire le processus de biodégradation (Weiland et al., 1995;
Chiellini et al., 2003 a; Abd EI-Rehim et al., 2004; Kaczmarek et al., 2004).

L’exposition de matériaux polymeéres dans le milieu naturel a de tels facteurs doit
également étre prise en considération dans les mécanismes de biodégradation. Lors de la
coexistence de processus biotiques et abiotiques, les mécanismes de degradation de
matériaux polymeéres peuvent étre aussi désignés sous le nom de « dégradation

environnementale ».

Les facteurs environnementaux ont une influence importante sur la dégradation des
polymeres mais également sur les populations microbiennes présentes dans I’écosystéeme
considéré, notamment sur l'activité biologique des différents micro-organismes eux-
mémes. Les parametres abiotiques tels que I'numidité, la température, le pH, la salinité, la
présence ou l'absence d'oxygeéne et I'approvisionnement en différents nutriments ont des
effets importants sur la dégradation microbienne des polymeres. Ces conditions doivent

étre prises en compte lorsque la biodégradabilité des plastiques est analysee.

11.2.3. Influence des parametres intrinséques

Un parameétre intervenant également dans I’étude de la biodégradation de matiéres
plastiques est la complexité de leurs structures chimiques et de leurs formulations. Les
plastiques sont géneralement constitués de différents polymeres (mélanges) et d’additifs
de faibles masses molaires (par exemple : plastifiants, colorants, antioxydants, etc.). Le
polymere lui-méme peut contenir différents elements structuraux (co-polymeres) et ceux-

ci peuvent étre distribués statistiguement le long de la chaine polymere (co-polymeres
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statistiques) ou distribués alternativement (co-polymeres alternés). La présence de longs
blocs de chaque structure polymere (co-polymeéres a blocs) ou la formation de réseaux
(polymeres réticulés) est également possible. Pour une méme composition globale, ces
différentes structures de polymeéres peuvent influencer directement l'accessibilité des

chaines polymeres au clivage enzymatique.

Tous les facteurs décrits ci-dessus influent sur les résultats et doivent étre pris en compte
lors des mesures de biodégradation des matériaux plastiques. Ainsi I’analyse de la

biodégradabilité des matiéres plastiques implique différentes approches scientifiques .

11.2.4. Les facteurs biologiques de la biodégradation

Il apparait de plus en plus clairement que les micro-organismes jouent un réle majeur
dans I’organisation, le fonctionnement et I’évolution de la plupart des écosystemes. Le
terme de « micro-organismes » englobe un groupe d’étres vivants de taille microscopique
et pour la plupart unicellulaires. Deux grands ensembles se distinguent : les Procaryotes
et les Eucaryotes. Les Procaryotes sont caractérisés par des cellules dépourvues de
noyau. Ces cellules renferment un seul chromosome formé d'acide désoxyribonucléique
(ADN) situé_dans le cytoplasme. Par contre, la cellule eucaryote contient un noyau,
organite limité par une enveloppe, renfermant le materiel génétique sous forme d'’ADN,
molécule majeure des chromosomes. Les bactéries sont des Procaryotes et les autres
organismes (algues, mycetes, protozoaires, plantes et animaux supérieurs) sont des

Eucaryotes.

11.2.4.1. Les bactéries

Les bactéries peuvent présenter une morphologie variable bien qu’elles soient
souvent sous formes de coques et de diplocoques a peu prés sphériques ou en batonnets.
La taille des bactéries varie autant que leur forme. Les plus petites ont de 100 & 200 nm
de diamétre. Certaines peuvent atteindre 500 um de longueur (Prescott et al., 1995).
Récemment, une bactérie d’environ 1 mm de diamétre de type sulfato-réductrice

Thiomargarita namibiensis a été découverte dans les sédiments du fond marin
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(Demarthon, 2004). Elles peuvent se développer a une température comprise entre -12°C
et +112°C, dans une gamme de pH qui peut varier de 1 a 12 et avec un degre de salinité
allant de zéro jusqu’a saturation du milieu environnant (Schelgel et Jannasch, 1992;
Nicklin et al., 2000).

Les bactéries sont des étres unicellulaires de structure simple (figure 06). L'ADN
chromosomique bactérien est constitué d'une double hélice d’ADN circulaire. A coté du
chromosome, support de I'nérédité, la bactérie peut contenir des éléments génétiques
(ADN) de petite taille (0,5 a 5% du chromosome bactérien), extra-chromosomiques. Ces
éléments, appelés plasmides, ne sont pas indispensables a la vie de la bactérie dans les
conditions habituelles de croissance. Ils se répliquent indépendamment et en général plus
rapidement que le chromosome bactérien. On les détecte lorsque les genes qu'ils

transportent conferent a la bactérie de nouvelles proprietés.

.

L Capsule
. . Paroi cellulaire
. Membrane cellulaire

Ribosome — LT - _ Hucléoide
S : Cytoplasme

Plasmude . Flagelle

Figure .06 : Organisation générale d’une bacterie.
(www.astrosurf.com/lombry/bioastro-originevie5.htm).

Les plus connus de ces plasmides sont le facteur sexuel ou facteur F qui assure le
transfert de fragments de chromosome bactérien par conjugaison (appariement de deux
bactéries) et les plasmides de résistance aux antibiotiques (ou facteurs R) qui conférent

aux bactéries la résistance a divers antibiotiques (exemples : ampicilline, tétracycline).
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Certains plasmides sont responsables de la virulence (ex. : production de toxines), de la
résistance aux antiseptiques, du métabolisme de certains composés (lactose, lysine etc...),
et de la dégradation de substances, par exemple le toluene, I'octane et I'acide salicylique.
Les plasmides ne sont pas nécessaires au développement de la bactérie ni a sa
reproduction bien qu’ils puissent porter des génes qui donnent a leur héte un avantage
sélectif. Certaines cellules sont entourées d’une capsule externe a la paroi cellulaire.
D’autres possedent des pili (fimbriae) et/ou des flagelles pour leur déplacement (Prescott
etal., 1995).
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Chapitre III Matériel et méthode

I.  Objectif:
Le but principale de ce travail est étudié la biodégradation de matiere en plastique par
des bacteries.

Il.  Les milieux de culture :
La composition des milieux de culture utilisés dans cette étude est citée dans I’annexe.
1. Protocol :

Les trois échantillons de plastique contaminé (bache en plastique =0.2g (foret
de Oulad Bughalem) ; bouteille d’eau en plastique =0.5g(foret de Oulad
Bughalem); le plastique fragile =1g (foret de Oulad Bughalem), (figure.07)
sont mis dans 50ml de solution BN ; apreés agitation de 24h les centrifugations
sont réaliser pour récupérer le culot bactérien, ensuite ce dernier sont été placé

dans des bocaux comme suite :

1'¢" lot bocaux (A) : 4 ml d’extrait bactérien de plastique fragile + milieu
minérale + (sachet de congélation + gobelet coloré+ gobelet en plastique

blanc+ bouteille d’eau en plastique) (figure08), répliqué trois fois.

2¢me |ot bocaux (B) : 4 ml extrait bactérien de bouteille d’eau+ + milieu minérale +
(sachet de congélation + gobelet coloré+ gobelet en plastique blanc+ bouteille

d’eau en plastique), réplique trois fois.

Témoin : contient le milieu minéral+ (sachet de congélation + gobelet coloré+
gobelet en plastique blanc+ bouteille d’eau en plastique).
Ces bocaux a été mis dans incubateur a une tempeérature de 37°C (figure09). (Laisser le

couvercle des bocaux légérement ouvert).
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Figure.07 : Les échantillons de plastique (1-bouteille d’eau en plastique , 2-le plastique

fragile, 3-bache en plastique).

=)

2 3

Figure. 08 : les quatre types de plastique utiliser (1-gobelet coloré en plastique ; 2 -

gobelet en plastique blanc, 3- bouteille de boisson gazeuse, 4-sachet de congélation).
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Figure.09 : Placement des bocaux dans incubateur.
IV. Lameésure de la turbidité :

Il est possible d'utiliser un spectrophotometre (figure.10) (JENWAY 6715/UV, vis)
visible ou UV-visible comme opacimétrie pour mesurer des concentrations des cellules

(biomasse),a longueur d’onde 600 nm.

Figure.10 : Un spectrophotomeétre (JENWAY 6715/UV, vis).
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V. Test mécanique des échantillons de plastique :
Les echantillons en plastique étaient soumis a des examens manuels afin de connaitre leur
caractéristique physique avant et aprés I’incubation de deux mois. Les testes sont :

réfraction, flexion, croissance des bio films sur les bordurés.
VI. Isolement bactérien sur un milieu solide :

Les bactéries de plastique sont ensemencées sur un milieu de culture solide qui est

ensuite incuber a 37°C pendant 24h.
VIl.  Conservation des souches bactériennes :
VII1. 1-Conservation a long terme :

Les souches bactériennes sont ensemencé en culture jeunes sur milieu liquide apres
incubation de 18 h (figure.11) .les suspensions sont centrifugées et le culot bactériennes
est rem-suspendue dans le milieu de conservation lait écréme a 1.5 de glycérol
(figure.12). Agit au vortex pour bien homogénéiser avant de conserver au congélateur a
4°C. (Badis et al, 2005).

Figure .11 : résultat d’isolement des microorganismes.
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Figure.12 : Conservation des bacteéries.
VIIl. ldentification morphologique des souches :
Cette etude est conclué par des observations macroscopique et microscopique des isolats.
VI1l.1-Examen macroscopique :

Cette test permet de constater la morphologie des colonies sur milieu solide (figure.13),
ainsi déterminer la forme, la taille, couleur et aspect des colonies et sur milieu liquide on

observe un trouble du milieu. (Johnson et al, 1980).

Figure.13 : La morphologie des colonies d’isolats.

IX. Examen microscopique :
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Basé sur la morphologie des cellules bactériennes et leur mode d’association observeés par

microscope optique.
IX. 1-Coloration de gram :

Un frottis fixé a la chaleur est coloré pendant une minute au violet de cristal; il est ensuite
rincé rapidement a I’eau distillée, traité pendant une minute par une solution de lugol, et
de nouveau rincé rapidement a I’eau distillée. On soumet alors le frottis coloré a une
étape de décoloration en le traitant avec I’éthanol 95%, pendant 15 a 30 secondes puis est
rincé a I’eau distillée. Ensuite le frottis est coloré par la fushine pendant 10 a 30 secondes
et aprés un bref ringage a I’eau distillee, on séche le frottis au buvard ou au-dessus de la
flamme d’un bec bunsen et on I’examine a I’objectif (X 100) a immersion. Avec cette
coloration double, les bactéries « Gram-positif » apparaissent en violet foncé tandis que

les bactéries « Gram-négatif » sont colorées en rose ou en rouge (Delarras, 2007).
X. ldentification biochimique :
X.1- Test de catalase :

Cette enzyme permet la dégradation du H202 qui résulte de I’oxydation par I’oxygéne de
I’air :

H202 + catalase = H20+ %202
Cette réaction est mise en évidence simplement par contact de la culture avec une solution
fraiche de H202a 10 volumes : une goutte d’eau oxygénee est placée sur une lame en présence
d’un échantillon de culture. Un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse ou de bulle
traduit la décomposition de dioxygene: le test catalase est positif et s’il n’y a pas de bulles: le test

catalase est négatif. (Tankeshwar, 2013).

X.2- lIdentification par galerie AP1 20 E :

X.2.1. Principe :
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La galerie APl 20°® (Bio Mérieux) (figure.14) est un systeme standardisé pour
I’identification des Enterobacteriaceae et autre bacilles ; elle comporte 20 micro tube
contenant des substrats déshydratés, et permet aussi la réalisation de tests en anaérobiose
(ajout de paraffine).L’utilisation de galeries miniaturisées prétes a I’emploi ont permis
I’identification de bacilles a Gram positif (APl 20 NE, API 20 E, bio Mérieux sa).

Figure .14 : Galerie API 20 E.
X.2.2. Préparation de I’inoculum :
- A I’aide d’une pipete prélever une colonie de 24h bien isolée sur milieu gélose.

-Réaliser une suspension bactérienne dans 5 ml de I’eau physiologique stérile puis

homogeénéiser la suspension vortex.

X.2.3. Inoculation de la galerie :

-Homogénéiser la suspension bactérienne.

-Pour les tests CIT, VP, GEL, remplir tubes et cupules.

-Pour les autres tests, remplir uniquement les tubes.

D
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-Recouvrir les tests ODC, ADH, LDC, H2S, URE avec 2 goutes d’huile de paraffine.
-Mettre le couvercle de la galerie.

-Incuber & 37°C pendant 24h.
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Chapitre IV Résultats et discussion

I. La mesure de la turbidité :

On utilise un spectrophotometre (La mesure de la densité optique) pour mesurer cette

turbidité. Dans des conditions techniques précises.

Tableau 01 : les résultats de test de turbidité.

Le milieu DO
Teémoin 0.060
Al 0.25
Bl 0.91

Il. Test mécanique :

Le poids sec de la matiére en plastique au début et a la fin de I'incubation a été inclue

dans la tableau suivant :

Tableau 02 : la biodégradation de la matiere en plastique au cours de 60 jours.

Plastique utilisé| Le poids net Aprés 30jour. Apreés 60 jours.
B 5.150g 5.150g 5.150g
Témoin | GC 9.269g 9.2699 9.2699
S 1.2664 1.266 1.2664
GB 1.963g 1.963¢g 1.963¢g
B 5.478g 5.478 5.478g
1A GC 9.475¢ 8.840g 8.830g
S 1.263g 1.263g 1.263g
GB 1.943g 1.9429 1.940g
B 5.624g 5.478 5.478g
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1B G.C 9.320g 9.320g 9.289¢
S 1.259g 1.259g 1.259¢
GB 1.818g 1.816g 1.815¢
B 6.007g 6.005g 6.002g
2A GC 9.775¢ 9.771g 9.770g
S 1.260g 1.260g 1.260g
GB 1.728g 1.727g 1.723¢
B 5.689g 5.688g 5.685g
2B GC 7.977g 7.975g 7.974¢
S 1.264g 1.264g 1.264g
GB 2.209g 2.209g 2.208g
3A B 6.3169 6.3169 6.312¢
GC 7.474g 7.4689 7.4659
S 1.263g 1.263g 1.263g
GB 1.928g 1.926¢ 1.925g
B 5.119¢ 5.1199 5.118g
3B GC 8.200g 8.190g 8.185¢
S 1.2669 1.266¢ 1.266¢
GB 2.093g 2.068g 2.0669

B : bouteille de boisson gazeuse en plastique.
GC : gobelet coloreé en plastique.
S : sachet de congélation.

GB : gobelet blanc en plastique.
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Tableau N° 03: la moyenne des valeur de poids .

avant biodégradation aprés30 j aprés 60 j
Al 4,539 4,377 4,368
Bl 45 4,468 4,458
Temoin 4,412 4,412 4,412
Meéthode de calcule :
Al( avant boidégradation)=5.478+9.475+1.263+1.943/4= 4.539
Al (Apres 30 j)=5.478+08.840+1.263+1.942/4=4.377
Al ( Apres 60 j)=5.478+8.830+1.263+1.940=4.368
4,6
455 mAl m Bl = temoin
4,5 -
4,45 -
4,4 -
4,35 -
4,3 -
4,25 -

avant

apré 30 j

apré 60 j

Figure .15 : changement dans le poids en plastique au cours de temps.

Tableau 03 : les changements physiques des plastiques.

Flexion Réfraction Blanc sur les| Noir sur les coté
cotés
GC|/GB|S |B|GC|GB|S|B |[GC|GB|S |B|GC|GB|S|B
Témoin - - - - - S N N R R - - -
Al - + |- [+ | + + |- -+ + |- |+ | + - |- -
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A2 + + |+ |+ | - - |- - - - |- - - - |- -
A3 - + | - |+ + - |- -+ - - - - - |- -
Bl + + |+ | H - - |- -+ + |- |+ ]| - - - -
B2 - + |- H o+ - |- - - + |+ |- - - -l -
B3 - + | - -+ - |- +| - - |+ |+ - - |- -
+ . présent.

- : absent.

Nos résultats montrent que les caracteristiques physiques des échantillons en plastique

apres incubation de deux mois ont été changées par :
-La formation de biofilm bactérien sur les bords.

-Flexion ou réfraction de la matiere en plastique.

Figure.16 : La flexion de plastique.
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Figure.17 : La réfraction de plastique.

Figure.18 : Biofilm bactérien blanchétre.

Figure.19 : Biofilm bactérien noirétre.
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Selon (Costeron et al., 1995) et (Myszka et al., 2011) Dans la nature, la plupart des
microorganismes vivent au sein de communautés microbiennes appelées biofilm. Les

biofilm sont constitués de microorganismes adhérents a une surface inerte ou vivant.

on parle alors de communautés microbienne fixées ou biofilm. Ces microorganismes sont
incorporés dans une matrice organique généralement constituée de polymeére
extracellulaire ou EPS («extrapolymeric substance») synthétisé par ces mémes

microorganismes.
I11. Examen macroscopique :

L’etude macroscopique d’isolat inclut les différents caractéres d’une colonie
bactérienne telle que le diametre la couleur la forme ....etc. Les résultats sont

regroupes dans le tableau suivant :

Tableau 05 : les résultats de I’étude macroscopique des colonies isolées

Caractéristique des colonies Souche bactérienne
Diameétre 3-5mm

Couleur Creme

La forme Ronde

Le relief Plate

Le contour Irrégulier

La surface Lisse
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Figure.20 : La morphologie d’une colonie bactérienne.
V. Examen microscopique

Le but de cette étude était porté sur le screening des bactéries du genre Bacillus qui
présente la forme bacille a Gram positif sporulé, la coloration de Gram effectuée selon la
technique de Dussault (1955) a révélé une dominance de 98% des isolats sont des courts
bacilles a Gram positive, a extrémités arrondie et souvent disposés en paires ou en

chainettes aussi (figure .21).

Figure.21 : Observation microscopique d’une souche G x 100 aprés coloration de

gram.
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IV. Test de catalase :

En présence d’oxygene moléculaire, certaines réactions métaboliques conduisent a la

formation d’eau oxygénée. La catalase est une enzyme qui dégrade I’eau oxygénée en

eau et en oxygene.

Figure.22 : Résultat positif pour le test catalase.

V1. Identification bactérienne (utilisation de la galerie biochimique API 20E) :

Figure.23 : Galerie API 20 E témoin.
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Figure.24 : Les résultats finals de galerie API 20 E.

Tableau .06 : Les résultats de galerie API 20 E.

ONPG| ADH| LDC| ODC| CIT | H20| URE| TDA | IND | VP

-+ - - - -+ - - - - +

GEL| GLU| MAN| INO | SOR| RHA| SAC | MEL| AMY|ARA

Comparaissant de notre résultat avec les travaux réalises par Guy Leyral, Jean-Noél

Joffin (1998), on conclue que notre souche étudiee Bacillus megateruim.

ONGP | ADH | LDC |ODC |CIT |H20 |URE | TDA |IND | VP
83 0 0 5 77 0 0 0 0 88

Bacillus.megateriuf__+ - - - + - - - - +

GEL GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC MEL | AMY | ARA
77 99 99 99 50 1 99 50 99 99
+ + + + +/- - + +/- + +
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Conclusion

La plupart des plastiques et des polymeéres synthétiques actuels sont issus de la
pétrochimie. Etant donne leur longue durée de vie dans la nature, les matiéres
plastiques traditionnelles, abandonnées ca et la, constituent une source importante de
pollution pour I'environnement et représentent une menace potentielle pour la faune.
Avec la mise en place de nombreuses normes environnementales, de plus en plus
d’industriels de la chimie s’interessent au développement de films polymeéres a partir
de matieres premieres végétales. Malgré leur cout superieur aux produits d’origine
pétrochimique et le < lobbying > exerce par les industries pétrolieres, les films
plastiques incorporant des matieres végétales constituent un marche de plus en plus
porteur. Les orientations actuelles de la recherche en polymeres et du marche des
plastiques indiquent un fort accroissement du développement de produits polymeéres
biodegradables a durée de vie pré-définie. La biomasse utilisée en tant que matiére
premiere (recoltes) est renouvelable et apparait donc comme une solution cle. En effet,
les ressources végetales se revelent extremement prometteuses en tant que matieres
premieres : non seulement elles sont moins couteuses, mais leur utilisation apporte, de
surcroit, une solution a un des problemes de l'environnement et de nouveaux
débouches potentiels a certains produits issus de I'agriculture. Cela a donne lieu a une
recherche importante qui a conduit a certaines innovations axees essentiellement
autour de deux themes, a savoir : I’isolement de nouveaux systemes bactériens
pouvant transformer des substrats bon marche et le remplacement des polymeres non-

dégradables en milieu naturel par des plastiques biodegradables.
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Annexe

Composition des milieux de culture
Bouillon nutritif :

e Extrait de viande..............1g
e Extrait de la levure............2.50

e Peptone.........................5Q

e FEaudistillé.....................1L

Gélose nutritif :

e Extrait de viande.............. 19
e Extrait de la levure............2.5¢

e Peptone.........................50

e Eaudistillé.....................1L
e Agar ...........ooevieieen......18g

Milieu minérale :

Le milieu minéral de Bushnell-Hass «BH>> (Atlas ,2005).Contenant par 2.5L.

o 25G.ciiiiinn, KH2 PO4
o 2.5G i, K2 HPO4

o 250 . iiiiiiinnnn, NH4 NO3

o 050 cireiierrerinns MGSO4 7H20
o 0.125(............... Fe CI3



Annexe

Boucal en verre Bouillon nutritive

Peroxyde d'hydrogene Centrifugeuse



Annexe

Incubateur Plaque chauffante

Agitateur Balance ordinaire



Annexe

Résultat de test de gram Microscope optique

[.

Séchage du plastique de I'eau
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