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Résumé

L’étude de la biodégradation des roseaux est largement explorée a cause de leur longue duréee
de vie dans la nature, la colonisation microbienne et ses relations avec la biodégradation de
roseau commun (Phragmites australis), le composé chimique supporte la croissance et sert
comme source de carbone et d’énergie aux microorganismes, alors la biodégradation se
produira seulement en présence de l’inducteur naturel. Cela peut sévérement limiter les

applications de la capacité enzymatique.

L’objectif principal de cette étude était d’isoler et de caractériser des bactéries usées pour la
dégradation de feuilles mortes de roseau, Cela nous a permis d’identifier et de caractériser

deux souches de Pseudomenas.

Mots clés : La biodégradation, Phragmites australis, Pseudomenas ,biofilm



Abstract

The study of biodegradation of reed is widely explored because of their long life in nature,
microbial colonization and its relationship with the biodegradation of common reed
(Phragmites australis), the chemical compound supports growth and serves as a source of
carbon and energy to microorganisms, and then biodegradation will occur only in the
presence of the natural inducer. This can severely limit the applications of the enzymatic
capacity.

The main objective of this study was to isolate and identify bacteria used for the degradation
of dead leaves of reed. This enabled us to identify and characterize two strains of
Pseudomenas.

Keyword: Biodegradation, Phragmites australis, Pseudomenas, biofilm
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Introduction

Avec la chute automnale des feuilles, qui représente une importante source d’énergie pour les
communautés aquatiques animales (Anderson et Sedell, 1979, Cumins et al., 1966, Fisher
et Likens, 1973), débute un ensemble de processus physiques, chimiques et biologiques
complexes qui aboutissent a la minéralisation de la matiere organique particulaire, et par
conséquent, a la libération d’éléments biogeénes. La dynamique de ces processus conditionne,

dans une large mesure, la nutrition minérale et azotée des plantes aquatiques.

La mise en circulation de cette mati¢re au sein de 1’écosystéme passe par une premicre phase
d'attaque par des bactéries et des champignons, ainsi que par une fragmentation mécanique

par les invertébrés (mollusques, larves d’insectes, crustacés...)(Anderson et Sedell, 1979).

Le mot « roseliere » est défini suivant les cas au sens strict, de formation dominée par le
roseau du type Phragmites australis, ou au sens large en regroupant 1’ensemble des
principales formations a grandes hélophytes poacées, typhacées ou cypéracées. Elles
présentent des caractéristiques écologiques communes, tendances a former de peuplements

mono-spécifiques, importance de la proximité de I’eau (Piriou et al., 2001).

Un sens tres large, dans la nature, il n” ya pas de déchets car presque tout est recyclé.au
sens microbiologique, on entendu par « biodégradation » la dégradation de toutes les matieres
organique par des formes de vie comprenant principalement des bactéries des champignons

des protozoaires et d’autre organismes.

Gréace a ce processus biologiquement naturel, les contaminants toxiques dangereux sont
transformés en substance moins toxique ou non toxiques. Les métabolites secondaires, les
molécules intermédiaires ou tout produit de dégradation d’un organisme peuvent devenir des
¢léments nutritifs pour d’autres, corroborer la source de carbone et de 1’énergie et poursuivre

la decomposition de matieres organiques restantes (U.S. Geological Survey, 2007).

La décomposition de la matiére végétale est le processus de dégradation physique etchimique
des tissus de plantes. La transformation de cette matiére organique morte aboutita une

libération d’énergie et a la libération d’eau, de dioxyde de carbone et d’¢lémentsminéraux



dans le sol, sous une forme disponible pour les végétaux (Chapinet al., 2002, Begonet al.,
2005).

Pres de 90% de la biomasse produite par les plantes entre dans le pool dematiére organique
que constitue la litiere (Gessner et al., 2010).Siége du recyclagede la matiéere organique, la
dégradation de la litiére est vital pour le fonctionnementde 1’écosystéme entier (Gragaet al.,

2005).
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1. Présentation de la plante.

Le roseau commun a été décrit pour la premiere fois en 1753 par Linnaeus comme
Arundo Phragmites L. Plus tard, le genre Phragmites est fixé pour distinguer le roseau
commun sur les autres graminées. La deuxiéme partie du nom Phragmites australis est

extraite du nom de 1’ Australic ou elle est découverte pour la premiére fois (Clayton, 1967).

En Amérique du Nord existent plusieurs genotypes de roseau : 11génotypes indigénes (peu
envahissants) et un génotype exotique (génotype M), originaire d’Eurasie, qui est envahissant
(Lavoie, 2008). Au Québec, la plus ancienne colonie de roseaux d’origine exotique a été
recensée en 1916 dans la région Chaudiére-Appalaches. Le roseau s’est propagé le long du
fleuve Saint-Laurent, puis, dans les années soixante, on a observé une propagation a
I’intérieur des terres, qui coincide avec la construction du réseau autoroutier (Lelong et al.,
2007).

2. Description botanique

Le roseau commun (Phragmites australis (Cav.) Trin. Ex Steud) est une plante vasculaire
de la famille des graminées (Poaceae). Cette plante vivace peut atteindre une grande taille
(plus de 6 m) et former des colonies mono spécifiques particulierement denses pouvant
contenir jusqu’a 325 tiges par metre carré, et ou le taux d’évapotranspiration peut atteindre 5 a

13 L par jour par métre carre, ce qui est parfois supérieur aux précipitations regues.

Les tiges, dont le diametre varie de 4 a 10 mm, sont produites a chagque printemps, mais
elles meurent a la fin de automne. Elles demeurent toutefois érigées en hiver, et ce n’est
qu’au printemps suivant qu’elles s’affaissent progressivement sur le sol et forment une litiere
qui peut atteindre plusieurs centimétres d’épaisseur et qui est lente a se décomposer (Mal et

Narine, 2004).

Au sommet de ces dernieres, inflorescence violacée - brunétre, trés grandes 10-30 cm, en
panicule (les fleurs sont trés espacées les unes des autres). Epillets 2-7 fleurs, hermaphrodite,
glumes tres inégales, glumelles inférieures acuminées (prolongées en pointe), anémogame et

anémochore (pollinisé et dispersé par le vent), les graines sont bruns, mince et délicate



Chapitre | partie bibliographique

mesurent environ 2,5cm de long et tres légéres 0.1mg, elles ne disposent que de peu de

réserves nutritives (Rayanal, 1994).

La plante développe une biomasse vivace importante, principalement située dans les
rhizomes et les racines (Hocking, 1989).Les rhizomes ancrés profondément dans le sol entre
50 a 130 cm de profondeur. Les feuilles ont des nervures paralléles, également tres grandes 30
- 70 cm, voir plus et trés larges 1 a 3 cm comparées aux autres poacees, normalement
disposées a la perpendiculaire de la tige, Ligule formée d'une rangé de poils courts (pas de
membrane entre la feuille et la tige) (figure 01) (Marnotte et al., 2006).

La mort annuelle des tiges aériennes crée une litiere qui se décompose lentement. Cette
litiere peut nuire a la croissance des autres plantes en bloquant la lumiére et 1’accés au sol

pour les semences (Haslam, 1972 ; Minchinton et al., 2006).

Elle peut aussi modifier les propriétés chimiques du sol et sa teneur en nutriments ainsi
gue sa microtopographie, ce qui peut créer un environnement plus sec (Chambers et al.,
1999; Windham et Lathrop, 1999;Meyerson et al., 2000; Zedler et Kercher, 2004).
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Figure O1 : Les différentes parties de Phragmites australis (Cav.) Trin. Ex Steud.

(Kleche et al., 2013).

3. Systematique de la plante
La plante Phragmites australis est classée dans :

Régne : végétale.

Embranchement : Spermaphytes.

Sous embranchement : Angiospermes.

Classe : Monocotylédones.

Ordre : Graminales.

Famille : Graminées (Poaceae)

Genre: Phragmites.

Espéce: Phragmites australis. (Quezel et al., (1962-1963)).
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4. La variabilité génétique de roseau

Les populations peuvent différer par leur date d’émergence, leur hauteur, rectitude et
coloration des tiges, texture des feuilles et sensibilité aux facteurs de stress environnementaux
(Haslam, 1972)

(Rodwell, 1998) a noté que la variabilité parmi les populations de P. australis en Grande-
Bretagne etait présumée étre phénotypique (c'est-a-dire la réponse des génotypes aux
conditions environnementales, plutét que génétique), (Paul et al., 2011) ont confirmé
structuration génétique différenciée entre 14 roseaux dans Angleterre, Ecosse et pays de
Galles.

IIs ont conclu leurs échantillons tétraploides a tendance végétative et sexuelle reproduction
mais flux génétique limité entre roseaux. Des différences notables existent entre les taxons
infraspécifiques qui sont considéré comme formant le complexe d'espéces P. australis en

dehors de la Grande-Bretagne.

En Amérique du Nord, il existe plusieurs différences entre les peuples autochtones et
lignées non indigénes, y compris morphologiques (par exemple, génotypes indigenes ont
généralement des tiges rouges, quelque peu tordues; (Swearingen et Saltonstall, 2010) et
phénologiques (par exemple, des lignées non indigenes émergent plus tét au printemps et

persistent plus tard en automne (Meyerson et al.,2010).

0,

«» Le Nombre de Chromosomes :

Les rapports sur le nombre de chromosomes de P. australis différent:2n = 36, 48, 84 et 96
(Love et Love, 1961; Haslam, 1972; Hocking et al., 1983). Les nombres chromosomiques
de P. australis au Québec démontrent un haut degré d'aneuploidie (différent du nombre
chromosomique normal pour le petit nombre) et varient entre 2n = 42 et59 (Gervais et al.,
1993).

Les populations de P. australis en le nord du Canada a tendance a avoir un nombre de
chromosomes plus basque dans le sud (Gervais et al., 1993). (Bjork, 1967) a rapporté

spécimens tétraploides et hexaploides de Suede, et (Raicu et al., 1972) ont rapporté un roseau
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octoploide (2n = 96)peuplements, avec des pousses de plus de 6 m de hauteur, du delta du

Danube.

Un nombre de chromosomes aneuploides (2n = 50) a également été signalés a partir de
roseaux courts dans les habitats salins de I'ancien Tchécoslovaquie (Pazourkova, 1973).Alors
que les tétraploides sont le type dominant trouvé en Europe, les poulpes sont prédominants en
Asie (Clevering et Lissner, 1999).

(Connor et al., 1998) ont rapporté une large gamme de variations cytologiques par
rapport aux clones en Nouvelle-Zélande. Outre les tétraploides (2n = 48) et les octoploides
(2n = 96), divers aneuploides ont été signalés, dont 2n = + 264. Une souche hexaploide (2n =
72) stérile a également été signalée a Trinidad. Avec un nombre de chromosomes de base de X
= 12, Phragmites est probablement un ancien polyploide diploidisé d'origine. Basé sur
(Gorenflot, 1986), (Connor et al., 1998) ont rassemblé une liste de niveaux de ploidie (3X,

4x, 6x, 7X, 8x, 11x; x2 = 12) chez P. australis de différents pays.

5. Composition chimique :

Le roseau commun, comme toutes les autres plantes posséde un taux tres éleve en matiere

séche (MS) qui représente environ 93% de la composition générale et 7% d’eau (Baran et al.,

2002 ; Zirmi-zembri et kadi, 2016).

Cette derniére renferme la matiére cellulosique et hémi-cellulosique (fibres) qui
représente respectivement 33a 36% et 20a 22% (Muthanna, 2017), une matiére organique de
87,05 g/kg de la matiére séche qui représente 8,7% de la composition chimique, des acides
gras de 18 g/kg qui représentent 2% de la MS, 67.3 g/kg (6.73% de la MS) est une poudre
Ash (Tableau 01).

Pour la composition minérale, la plante renferme un mélange de Ca, Mg, K, Na, P, Fe,
Mn, Zn et Cu qui représente un taux global d’environ 20% de la composition générale
(Tableau 02). Des acides aminés représentant environ 7.9% de la composition générale
(Tableau 03) selon (Baran et al., 2002).
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Les activités biologiques du roseau sont souvent attribuées aux acides organiques et aux
acides gras a courte chaine aliphatique comme 1’acide propionique, I’acide butyrique, iso-

butyrique, I’acide fumarique et I’acide acétique

Tableau 01: Les compositions chimiques de Phragmites australis

Composition chimique valeurs
Matiére seche 93.8%
Matiere organique 87,05 g/kg MS
Acide gras 18.2 g/lkg MS
Fibre 278.3 g/kg MS
Ash 67.3 g/kg MS

Tableau 02:Les compositions minérales de Phragmites australis

Compositions minérales Valeurs
Ca 2.660 g-kg-1
Mg 2.649 g-kg-1
K 10.899 g-kg-1
Na 0.534 g-kg-1
P 1.575 g-kg-1
Fe 58.750 mg-kg-1
Mn 96.964 mg-kg-1
Zn 26.964 mg-kg-1
Cu 8.452 mg-kg-1
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Tableau 03 : Les acides aminés de Phragmites australis (Baran et al., 2002).

Acide aminé valeurs
Thr 4.393 (g/kQg)
Val 3.604(g/kQg)

lle 3.158(g/kg)
Leu 6.042 (g/kg)
Tyr 4.962 (g/kg)
Phe 4.995(g/kg)
His 2.200 (g/kg)
Lys 5.082 (g/kQg)
Arg 7.247 (g/kg)
Met 0.378(g/kQq)
Asp 9.819 (g/kQg)
Ser 4.330 (g/kQq)
Glu 9.376 (g/kg)
Pro 7.081 (g/kg)
Gly 4.307 (g/kq)
Ala 6.981 (g/kg)
Cys 0.199 (g/kQg)

6. L utilisation de la plante

6.1. Usages alimentaires

Les feuilles de roseau ont une valeur nutritive trés intéressante. Elles sont utilisées dans

I’alimentation des ruminants, des équins et des lapins (Kadi et al., 2012).

Les tiges sont employées comme cl6tures de jardins et barrieres pour les animaux, de plus,
les Phragmites sont utilisés comme des engrais et contribuent donc a la fertilisation de la terre
(Kdbbing et al., 2014).
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6.2. Usages médicinaux

Les feuilles et les rhizomes de roseau commun sont utilisés en médecine traditionnelle
depuis longtemps dans le traitement d’arthrites rhumatoides, rhumatisme, leucémie et autres
types de cancer, problemes des seins, diabéte, jaunisse (hépatite), nausée et typhoide
(Rahmatullah et al., 2010).

Dans les regions tropicales, Phragmites australis est utilisé comme traitement contre la

bronchite, la diarrhée, la fiévre et les douleurs d’estomac.

En Afrique de Sud, la poudre des graines est utilisée comme ingrédient dans les créemes
contre les brilures, en plus, le rhizome de roseau est considéré comme diaphorétique,

diurétique et émétique (Brink et al., 2012).

6.3. Usages industriels

En industrie, cette plante est considérée comme un matériau primaire pour la fabrication
d’un grand nombre de produits industriels tel que le carton, le textile et le papier ou la qualité
de ce dernier varie en fonction de pourcentage de roseau contenu dans la pate de fabrication
de papier dont 30% donne une bonne qualité et le papier produit avec 80% de roseau est
destiné a I’emballage (Mal et Narine, 2004).

En outre, le roseau commun est utilisé dans la construction des toits, la base des platres,
il est classé comme un bon isolant thermique qui évite la déperdition des chaleurs vers
I’extérieur en hiver et la transmission des chaleurs vers I'intérieur en été. Le roseau est
employé aussi dans la fabrication de produits de vannerie comme les nattes, les paniers, les

chapeaux et les sacs (Kobbing et al., 2014).

Il est considéré comme une source importante d’énergie par le processus de combustion
et la fabrication des biocarburants. En effet, les phragmites récoltés en automne et en hiver
sont transformés en briquette ou en bottes afin d’étre brulées. D’autre part, la génération de
I’énergie a partir du roseau peut étre autrement obtenue par la production de biocarburant (bio

éthanol, bio diesel et bio hydrogene) utilisés par les véhicules (Cavalaglio et al., 2015).
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L’éthanol est obtenu par une fermentation des sucres fermentescibles contenus dans le roseau

(Kébbing et al., 2014).

6.4. Usages agricoles

En agriculture, I'utilisation du roseau est étendue dans plusieurs pays et sa récolte
devenue actuellement un grand marché international (Brink et al., 2012) ou il est utilisé pour
le paturage des animaux car les bourgeons de roseau commun sont verts et doux. Il est récolté
en été et stocké afin d’étre utilisé comme une bonne source fourragére durant I’hiver (Asaeda

et al., 2006).

6.5. Usages aquaculture :

Actuellement et a 1’échelle mondiale, Phragmites australis est utilisé largement dans le
domaine de 1’aquaculture comme une macrophyte hyper accumulatrice pour traiter et purifier

les eaux grace a son développement racinaire étendu et sa capacité a absorber les polluants.

L’utilisation du roseau dans les bassins d’épuration des eaux usées constitue une
technique trés importante pour un objectif de réduire le niveau de contamination en métaux
lourds et en microorganismes et les rendre réutilisables en agriculture (Giudice et Bonanno,
2010 ; Bonanno, 2013).

Phragmites australis comme les macrophytes sont caractérisés par un systeme racinaire
trés actif, ces racines ont 1’aptitude d’absorber et d’accumuler certains €¢léments métalliques.
Cette plante présente une forte tolérance au zinc, plomb, fer, cuivre et au cadmium au niveau
des racines (Ait Ali et al., 2004).

Ces éléments traces accumulés sont transportés ensuite vers les parties aériennes sous
forme cationique liée aux acides organiques et/ou acides gras a courte chaine aliphatique
(fumarique, citrique, oxalique, propionique, butyrique) ou sont stockés finalement dans les

vacuoles des cellules foliaires (Windham et al., 2003 ;Kleche et al., 2013).
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7. Les caracteéristiques biologiques de I'espéce :

7.1. Reproduction végetative :

C’est a partir de la reproduction végétative par 1’entremise de ses stolons et de ses
rhizomes que le phragmite peut produire des populations tres denses pouvant atteindre un
total de 200 tiges/m? (Boutin et Poulin, 2013).

En effet, c’est a partir de la croissance de ses stolons qui vont s’étendre sur plusieurs
metres que la graminée peut ainsi former de nouveaux individus, soit & chacun des nceuds de
sa tige. La croissance de la colonie via les stolons permet au roseau exotique de traverser des

obstacles tels que des toiles et de I’asphalte pour atteindre un nouvel environnement.

Des recherches ont démontré que les stolons du phragmite peuvent croitre sur pres de dix
meétres par année alors que les rhizomes atteignent une croissance de pres de deux métres par
année. D’ailleurs, il est possible de retrouver des rhizomes a plus de 85 centimétres de
profondeur dans le sol, ce qui permet a 1’espéce de se nourrir et de se fixer adéquatement au
sol. Avec I’ampleur d’un tel réseau souterrain, il est normal que le trois quarts de la biomasse

de cette espece envahissante se retrouve davantage sous terre qu’a la surface du sol.

La grosseur du réseau de rhizomes, son taux d’expansion et sa densité¢ peuvent varier en
fonction du milieu colonisé. Cet immense réseau racinaire complique donc le contrble des
populations de phragmite et surtout son élimination. En ce qui concerne la croissance apicale
du roseau exotique, une croissance de sa tige de pres de quatre centimetres par jour peut étre
observée afin d’atteindre une hauteur totale de six metres (Boutin et Poulin, 2013;
Karathanos, 2014).

De plus, toute cette biomasse se décompose trés lentement au sol, ce qui a comme
conséquence de nuire aux espéces vegétales voulant croitre a ces endroits précis. En effet, la
lumiére ainsi que I’accés aux nutriments leur seront restreints par la graminée en plus de
contribuer a modifier les propriétés chimiques du sol et de ses nutriments de par sa présence
(Karathanos, 2014).
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7.2. Reproduction sexuée :

Toutefois, mis a part via la reproduction végétative, le roseau exotique peut aussi se
disperser durant I’automne a partir des 1 000 a 2 000 graines que posséde chacune de ses
inflorescences. Celles-ci peuvent étre facilement transportées que ce soit a 1’aide du vent, de

I’eau, des animaux que des activités humaines.

Ce qui fait de sa reproduction sexuée sa méthode de dissémination la plus importante. Par
contre, le taux de viabilité des graines est trés variable, ¢’est-a-dire qu’une grande majorité de
ses graines possede une viabilité nulle ou faible alors qu’un nombre restreint d’entre elles

posséde une bonne viabilité.

La grande variabilité génétique observée entre les populations de roseau a confirmé que la
reproduction sexuée était le meécanisme prédominant ayant mené a 1’établissement de
nouvelles populations et la propagation du roseau exotique sur un territoire (Belzile et al.,
2010).

Dr’ailleurs, c’est aussi ce type de reproduction qui lui permet de parcourir de plus grandes
distances afin de coloniser de nouveaux emplacements et ainsi débuter de nouvelles colonies.
Cette graminée possede une préférence pour les abords des milieux humides, des zones
cotieres, des routes ainsi que des milieux perturbés ou elle peut se reproduire rapidement au

début du printemps lorsque peu d’especes y sont présentes.

Au stade de semences, le roseau exotique n’est pas tolérant a la salinité, ce n’est qu’une
fois le stade de maturation terminé qu’il développera une bonne tolérance a la salinité. De
plus, c’est seulement a partir de la deuxiéme année que le phragmite pourra se disperser a
partir de ses rhizomes et de ses stolons pour ainsi produire de nouvelles tiges et
éventuellement, des hampes florales. Ainsi, la premiere année de vie du roseau exotique est
consacrée a sa croissance et a sa reproduction sexuée. Ce n’est qu’une fois la reproduction
végétative possible que 1’espéce pourra ainsi se propager vers des habitats moins propices a sa
survie tels que des milieux secs et des milieux aquatiques (Boutin et Poulin, 2013; Brisson,
2014).

11



Chapitre | partie bibliographique

En outre, seulement 85 % de la litiere produite serait en mesure de se décomposer en une
seule année, ce qui produit donc un probleme important pour les autres especes végétales

désirant croitre a cet endroit (Perez, 2011).

En plus de sa reproduction sexuée et végétative, le roseau exotique peut aussi se propager a
I’aide de fragments de sa tige, de ses rhizomes ou de ses stolons. Ainsi, si la plante est coupée
et que des résidus de celle-ci sont toujours présents au sol, le phragmite pourra alors former de
nouveaux individus. D’ailleurs, méme si I’ensemble des résidus est enlevé du milieu envabhi,
la graminée pourra tout de méme croitre dans cet environnement puisqu’elle aura laissé des
réserves de ses semences dans le sol, ce qui lui permettra de former de nouveaux individus a

nouveau (Boutin et Poulin, 2013).

De maniére générale, il semblerait que la biomasse de la graminée atteigne son maximum
entre le mois de juillet et de septembre et qu’elle possede un taux de croissance linéaire. De

plus, les colonies de roseaux exotiques pourraient atteindre une densité allant jusqu’a 325

tiges/m? (Perez, 2011).
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1. Généralité sur la biodégradation

La biodégradation est définie comme la réduction de la complexité des produits chimiques
par catalyse biologique composés. En effet, la biodégradation est le processus par lequel les
substances organiques sont décomposées en composés plus petits par des organismes

microbiens vivants.

Quand la biodégradation est terminée, le processus s'appelle "minéralisation”. Cependant, dans la
plupart des cas, le terme biodégradation est généralement utilisé pour décrire presque tous les
changements a médiation biologique dans un substrat.

Les matiéres biodégradables sont généralement des matiéres organiques telles que des
matieres végétales et animales et d'autres substances provenant d'organismes vivants ou de
matériaux artificiels suffisamment similaires aux matieres végétales et animales pouvant étre

utilisées par des micro-organismes (Nezha et al., 2014).

2. Mécanisme de degradation biologique

2.1. Fragmentation

La premiére étape concerne la fragmentation du matériau et peut étre considérée comme
élément déclencheur de la chaine globale de dégradation. La détérioration mécanique et
physico-chimique est généralement provoquée par des agents érosifs plus ou moins séveres
(broyage ou ressac, irradiation UV, eau, vent...). Cette premiere €tape, primordiale, a pour
résultats le morcellement du matériau qui permet une augmentation de la surface en contact
avec les micro-organismes.

Parallelement, la fragmentation peut étre provoquée par des étres vivants (bactéries,

champignons, vers de terre, insectes ...), on parle alors d’hydrolyse enzymatique.
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2 .2. Hydrolyse enzymatique

Les champignons, les bactéries ou les algues de notre environnement disposent d’un
important arsenal exo-enzymatique capable de permettre la dégradation de macromolécules
organiques qu’ils sont incapables de bio-assimiler de maniere directe du fait de leur masse
molaire élevée. Réduire ce polymere en éléments beaucoup plus petits (faibles masses
molaires) avant d’envisager de le consommer est nécessaire de plus, un certain nombre de ces
actions exo-enzymatiques catalyse en fait des hydrolyses : c’est le cas, par exemple de
I’action des amylases, des protéases, des nucléases, des cellulases, estérases, et autres

hydrolases (Philippeaux, 2013).

2 .3. Bio-assimilation

C’est la derniére étape du processus de biodégradation. Les macromolécules ont été
réduites en molécules suffisamment petites pour pénétrer dans les cellules vivantes et étre
intégrées aux cycles physiologiques anaboliques (construction, maintient et réorganisation de

la biomasse) et cataboliques (source d’énergie).

Idéalement, le matériau est minéralisé sous forme de dioxyde de carbone et d’eau d’une
part et transformé sous forme de biomasse d’autre part. On ne considere plus ici le type de
dégradation subie par le polymere mais sa capacité a étre totalement transformé en composés

assimilables dans un milieu particulier

En exploitant les communautés microbiennes, les «forces» naturelles de la biodégradation,
réduction des déchets et nettoyage de la plupart des contaminants de I'environnement peuvent

étre atteint.

Selon la nature des micro-organismes, ceux-ci peut manger une partie de la molécule
organique seulement, détruisant le parent intact substance dans un processus connu sous le
nom de «biodégradation primaire», ou ils peuvent la manger complétement dans un processus

appelé «biodégradation ultime.
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La partie de I’activité métabolique produisant de 1’énergie consomme de 1’oxygene, ce qui
entraine la formation immédiate de dioxyde de carbone, d'eau et de sels minéraux dans un

processus appelé «minéralisation» (U.S. Geological Survey, 2007).

3. La biodégradation de roseau commun (Phragmites australis (Cav.) Trin.
Ex Steud) :

L’importance des microorganismes en tant qu’agents de la décomposition des déchets
végétaux en milieu aquatique est reconnue depuis longtemps. La décomposition est définie

comme les changements de la matiére organique apres la sénescence (Brinson et al., 1981).

Des facteurs tels que la qualité de la litiere, les conditions environnementales (Godshalk
et Wetzel, 1978), I'activité microbienne et I'alimentation des invertébrés influent sur les taux
de décomposition. Le processus de la décomposition commence par une période de lixiviation
rapide de matiéres abiotiques solubles (par exemple, protéines, acides organiques,
polysaccharides) et de minéraux (par exemple, potassium, calcium, magnésium et manganese)

pendant plusieurs jours apres la sénescence.

Parmi les différents groupes fonctionnels de bactéries, les bactéries cellulolytiques jouent
un réle important dans la décomposition de feuilles mortes de macrophytes émergente, parce

que la cellulose est un composant majeur de cette litiere (Tanaka, 1993).

Phragmites australis crée un microenvironnement aérobie a travers une alimentation en
oxygene aérenchymateuse permet la décomposition de la matiere organique et favorise
croissance de bactéries nitrifiantes (Gumbricht, 1992). Phragmites australis est une plante
en décomposition lente (Warren et al., 2001) et prend 365 jours pour une décomposition a
85% de son poids initial. Le taux de décomposition le plus élevé s'est produit lorsque les
activités microbiennes étaient élevées au cours des 2 a 3 premiéres semaines de I'expérience.

La libération de phosphore était progressive tout au long de ce processus (Belova, 1993).

La température, I'azote et les activités microbiennes affectent taux de décomposition. Une
augmentation de la température peut accélérer taux de décomposition (Hietz, 1992).Au début
de la décomposition de la litiere, lorsque la dégradation atteint son apogée, bactéries
présentant a la fois des propriétés cellulolytique et xylanolytique (décompose le xylane, une

substance gommeuse de la classe des pentosanes, présente dans les tissus ligneux) trouvé étre
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le plus abondant. Pseudomonas spp, ou la bactérie cellulolytique les plus abondantes (65—
90% du total des isolats) au cours des cing premiers mois, ces résultats suggeérent que
Pseudomonas joue un réle important dans au moins le stade initial de décomposition de la
litiere (Tanaka, 1993).

4. La biodégradation de feuille de roseau commun (Phragmites australis
(Cav) Trin. Ex Steud) :

Les taux de dégradation microbienne sont fortement déterminés par la structure de la
feuille et la composition chimique. Les composés solubles et labiles, tels que les sucres, les
amidons et les protéines, sont utilisés en premier et leur concentration diminue rapidement
(Dinka et al., 2004). Ensuite, les matériaux récalcitrants, tels que la lignine, la lignocellulose,
les cires de cellulose et les tanins, sont décomposés sur des périodes plus longues (Godshalk
et Wetzel, 1978; Dinka et al., 2004).

La cuticule de la feuille peut inhiber la pénétration de micro-organismes et entrainer la
dégradation des détritus (Kerstiens, 1996). La cuticule est une substance cireuse et
imperméable qui empéche la perte d’eau. Les cuticules sont épaisses pour beaucoup de
plantes dans les milieux arides, mais la cuticule est mince pour certaines plantes en milieu

aquatique, car la perte d'eau n'est pas un probléme.

Cependant, la cuticule cireuse et les parois épaisses de I'épiderme créent une barriere

contre les microbes et peuvent donc ralentir la décomposition.

Le rapport C/N peut indiquer que la décomposition microbienne est appropriée (Larcher,
1995), les matériaux ayant des rapports plus faibles (c'est-a-dire une teneur en azote plus
élevée par unité de carbone) sont utilisés plus rapidement que ceux ayant des rapports C: N
plus élevés, qui sont plus pauvres en azote (Godshalk et Wetzel, 1978; Smock et Harlowe,
1983).

Le rapport C/N change a mesure que la litiere se décompose et diminue souvent lorsque

I'azote augmente en raison de l'accumulation de biofilms microbiens et que le carbone

diminue par suite de la minéralisation (Kelly et Jackson, 2002; Fellerhoff et al., 2003).
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Des facteurs abiotiques tels que la température de I'eau, I'oxygene dissous, le pH et la salinité
peuvent également influer sur le métabolisme et la colonisation microbiens et, a terme, sur les
taux de décomposition. A des températures plus élevées, en oxygéne dissous et en pH, la
biomasse microbienne s'accumule beaucoup plus rapidement, facilitant ainsi la décomposition

rapide de la matiére foliaire (Larcher, 1995).

5. La dégradation de la matiere lignocellulosique :

La biomasse lignocellulosique, appelée parfois biomasse, est constituée de trois
composants majeurs: 40-60 % de la cellulose, 20-40 % de 1’hémicellulose et 10-25 % de la

Lignine.

Lignine

Hémicellulose

Cellulose

Figure 02 : Structure de la biomasse lignocellulosique (Van parijs et al., 2010).

5.1. Lacellulose

La cellulose est le polysaccharide structural de base des parois des cellules végétales, qui
peut représenter jusqu’a 50 % de la masse totale. Elle est la molécule organique la plus

abondante sur terre, avec une production annuelle estimée a 1.5 x 1012 tonnes.

Elle constitue par ailleurs 18 a 33 % du matériel végétal des litiéres méditerranéennes, la
cellulose est un polymére linéaire constituée d’unités B-D glucopyranose liées entre elles par
des liaisons B-1, 4glycosidiques, sa formule chimique est (CeH1005)x (Alarcon-Gutiérrez,
2007; Balat, 2011).
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Sa biodégradation est un des parameétres majeurs contrdlant le cycle du carbone sur terre,
assurée par des microorganismes cellulolytiques secrétant des cellulases (Lekchiri et al.,
2006).

5.1.1. Mode d’action de cellulase :

L’hydrolyse compléte de la cellulose nécessite 1'action Synergique de trois types de
cellulases (Lynd et al., 2002). Elles sont classées en fonction de I'endroit ou elles agissent au
niveau de la fibre cellulosique. Les endoglucanases commencent I’hydrolyse, les
exoglucanases agissent au niveau des extrémités générées par les endoglucanases, suivie par
les b-glycosidases qui agissent sur le produit de catalyse des exoglucanases, pour libérer enfin

des monomeres de glucose (Pimentel et al., 2014).

O glucose lendoglucanase
O-Ocellobiose ﬂcellobiohydroiase E) swollenin
g sophorose 'u-glucosidase W PB-glucosidase

Figure 03: Enzymes de la dégradation de la cellulose (Alarcén-Gutiérrez, 2007).

5.2. L’hémicellulose

Les hémicelluloses sont des polymeres de polysaccharides ramifiés a basse masse
molaire (masse moléculaire moyenne < 30 000).L’hémicellulose est composée de résidus B
(1,4) D pyranose, Les pyranoses peuvent étre glucose, mannose ou xylose et les

hémicelluloses sont alors appelées xyloglucanes, mannanes ou xylanes, respectivement.
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Les feuilles contiennent environ 25 % de xylanes et 5 % de glucomannanes, les résineux
contiennent environ 10 % de xylanes et 15 a 20 % de glucomannanes.
Les xylanes sont composés d'un squelette de résidus de Dxyloseunis en B(1,4), qui peut étre
substitué par des résidus de Dglucuronate en a(1,2). Cette molécule peut étre Ométhyléen
position 4; glucuronoxylane, par des résidus de Larabinose en a(1,2) ou o(1,3) (arabino-
xylanes) ou par les deux (glucurono-arabinoxylanes) (Chavez-Montes, 2010).

®,

% Les xylanases

Ces enzymes catalysent la rupture de la liaison glycosidique reliant deux résidus xyloses
de la chaine principale des xylanes, ce qui engendre une réduction du degré de polymérisation
du substrat. Le xylane n’est pas aléatoirement hydrolysé mais les liaisons sélectionnées pour
I’hydrolyse dépendent de la nature du substrat tel que la longueur de la chaine, le degré de

ramification et la présence de substituant (Li et al., 2000).

A un stade plus tardif, des petites molécules comme les mono-, di- et trisaccharides de B-
Dxylopyranosyl sont produites. Bien que les endoenzymes agissent seulement au niveau des
séquences ininterrompues, il existe des endoxylanases qui hydrolysent la chaine principale

seulement a proximité d’une région contenant une ramification.

Ces xylanases libérent le substituant comme produit libre qui peut étre nécessaire pour
I’orientation du substrat dans le site actif. Certaines endoxylanases hydrolysent la chaine
principale aprés la libération de 1’arabinose, ce qui explique I’existence d’endoxylanases

débranchantes qui libérent 1’arabinose et des endoxylanases non débranchantes.

Les endoxylanases d’origine bactériennes et fongiques sont presque toutes des enzymes
monomériques ayant une masse moléculaire comprise entre 8,5 a 85 kDa et un point
isoélectrique qui varie entre 4,0 et 10,3 et la plupart de ces enzymes sont glycosylées
(Boucherba, 2011).
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Figure 04: Action des principales hémicellulases nécessaires a I’hydrolyse des

Glucurono-arabinoxylanes (Prevot, 2013).

5.3. Lalignine

La lignine est le dernier composant principal de la lignocellulose, elle représente 15 230%
de la matiére organique. La lignine constitue la fraction non saccharidique la plus importante
des fibres végétales. La molécule de la lignine est un complexe d'unités de phényl propane,

formant une structure amorphe non soluble dans I'eau (Taherzadeh et Karimi, 2008).

Les lignines sont des polymeéres hautement condensés, formés par la déshydrogénation et
la polymeérisation de trois alcools a noyaux phénylpropane C6-C3 : les alcools trans-
pcoumarylique, transconiférylique et transsinapylique. Elles s’incrustent dans tout 1’espace
disponible dans les parois en association étroite avec les différents polysaccharides et confere
aux parois végétales des propriétés d’imperméabilit¢ et de résistance aux attaques
microbiennes. La lignine constitue le principal obstacle a la disponibilité des glucides pour les

microorganismes (Kogel-Knabner, 2002).
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% Les ligninases

Les ligninases sont généralement des métallo-enzymes qui oxydent les phénols composant

les chaines ramifiées des lignines. Elles sont classées en deux catégories:

1- Les phénols oxydases ou laccases. Ce sont des oxydoréductases glycosylées a cuivre qui

utilisent 1’02 pour oxyder divers composés aromatiques et non aromatiques (Prevot, 2013).

2- Les peroxydases a heme:

* Les lignines peroxydases (LiP) ou diarylpropane peroxydases. Ce sont des glycoprotéines
contenant un groupement heme et qui jouent un réle crucial dans la biodégradation de la
lignine. Elles catalysent la réaction générale, dépendante du H»O2, de dépolymérisation
oxydante de composés non phénoliques.

* Les manganese-peroxydases (MnP). Ce sont des glycoprotéines a groupe hémique qui
dépolymérisent la lignine conjointement avec les lignines peroxydases. Elles catalysent la
réaction, déependante du manganese,

*Les peroxydases versatiles (VVP).Elles constituent un groupe d’enzymes capables d’oxyder le
Mn (1) en Mn (111), comme les manganése-peroxydases, mais présentent aussi les activités

des lignines peroxydases.
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I. Matériel végétal

L’espéce sélectionnée roseau commun (Phragmites australis (Cav) Trin. ex Steud) a
été collectée le 01/03/ 2019 dans la région de Bouguirate, wilaya de Mostaganem. La partie de
feuille de la plante est utilisée sécher aprés la séparation des différentes parties de la plante
(figure 05).

Figure 05 : La partie de la plante utilisée.

1. Méthode

1. Enrichissement :

Préparation de la solution mere (0.5g de feuilles contaminé avec 50ml de bouillon
nutritif) (figure 06).
Apres la préparation de milieu minéral on été versé sur trois flacons contenant

comme suivant :

1% flacon : 150 ml de MM + 0.2g de feuille séche +1ml de suspension bactérienne
2™ flacon : 150ml de MM+ 0.2g de feuille séche.

3™ flacon : 150ml de MM +1ml de suspension bactérienne (figure 07)

Aprés on le met dans un agitateur pendant 3 mois et nous avons mesurées leur densité

optique a chaque semaine.
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Figure06 : Culture bactérienne aprés 1’agitation pendant 24h.

Figure 07: Les trois différentes cultures
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2. Préparation des dilutions :

Une série de dilutions décimales est réalisé a partir d’échantillon. 1 ml de solution mere est
jouté dans 9 ml d’eau distillé stérile. On Obtient ainsi une dilution mére de 10 & partir de

laquelle on réalise des dilutions décimales Jusqu’a 107 (figure 08).

Figure 08 : Les dilutions décimales de culture bactérienne.

3. L’isolement des microorganismes :

On préléve 0.1ml des dilutions préparé (10%,10°,10°) qu’on ensemence par étalement
sur la surface de boite de pétri contenant le milieu solide (GN) a I’aide d’une pipette rateau et

incubé a 37°C pendant 24h
4. Purification

Apres 24h d’incubation, on obtention des souches diversifiées, la purification qui meéne a
des cultures pures s’effectue par repiquage successif des colonies prélevées et puis
ensemencées par méthode de stries.

La sélection des colonies est basée sur lI'aspect macroscopique des colonies a savoir la

couleur, la forme, le diametre, 1’opacité (Delarras, 2007).
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5. ldentification des isolats :

5.1. Etude morphologique :

5.1.1. Etude macroscopique :

L’observation macroscopique des colonies permet d’effectuer une premicre
caractérisation (La forme, la taille....) des colonies ont été déterminées apres croissance sur
milieu GN solide aprés une incubation de 24h a 37°C.

5.1.2. Etude microscopique :
Coloration de gram :

C'est une double coloration qui nous permet de connaitre la forme, I'arrangement, la pureté
ainsi que la nature biochimique de la paroi des cellules purifiées. Cette coloration est réalisé
systématiquement sur les différentes colonies purifiés pour préciser le caractere Gram+ ou
Gram- Avec cette coloration double, les bactéries Gram positive apparaissent en violet foncé

tandis que les bactéries Gram négatives sont colorées en rose ou en rouge (Delarras, 2008).

5.2.Etude biochimique :

5.2.1. Recherche de catalase :

La catalase est une enzyme qui dégrade I’eau oxygéné en eau et oxygene, La présence
d'une catalase est révélée immédiatement par des bulles de gaz qui correspondent a
I'oxygene dégagé (Marchal et Bourdon, 1982).

2H202 —CAT . 2H,0 + O2

Nous apportons une lame sterile et ajoutons deux gouttes de H,O, puis mettons la colonie

dans H,O, et melangeons bien.
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5.2.2. Mannitol- mobilité

C’est une gélose molle conditionnée en tubes qui permet d’étudier la fermentation du

mannitol et la mobilité des bactéries.

L’ensemencement a été réalisé par piqire centrale jusqu’au fond des tubes a 1’aide d’une
pipette Pasteur. La fermentation du mannitol se matérialise par un virage du milieu au jaune.
Les bactéries mobiles diffusent a partir de la ligne d’ensemencement, créant un trouble dans
le milieu alors que les bactéries immobiles poussent uniquement le long de la strie

d’ensemencement (Gerhardt et al., 1994).
5.2.3. Test d’amylase

Le but de ce test est de rechercher I'hydrolyse de I'amidon par I’amylase, afin de voir si la

bactérie est capable ou non de dégrader I’amidon.

Ce test a éteé réalisé en cultivant la souche sur une gélose nutritive contenant 1% d’amidon.
Apres avoir obtenue une bonne culture bactérienne, la gélose a été recouverte d’une solution
de lugol. L’hydrolyse de 1’amidon est ainsi mise en évidence par I’apparition d’une zone
claire autour de la colonie, par contre un résultat négatif se traduit par une couleur brune

autour de la culture (De vos et al., 2009).

Aprés incubation les boites de pétri sont inondées avec une solution de lugol et I'activité

amylolytique est évaluée par les zones d’hydrolyse formées autour de la colonie ensemencée

par strie (Wisdomkofi et al., 2006).
5.2.4. Plaque API 20E :

Les autres tests biochimiques : recherche de la B-galactosidase (ONPG), de I’ornithine
décarboxylase (ODC), de la lysine décarboxylase (LDC) et de ’arginine dihydrolase (ADH),
production d’H»S, utilisation du citrate, production d’indole et réaction de Voges Proskauer,
liquéfaction de la gélatine et la dégradation des sucres ont été réalisés en utilisant la plaque
API 20E.
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La galerie APl 20E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les

microstubes sont inoculés avec une suspension bactérienne réalisée dans 1’API médium qui

reconstitue les tests. Les réactions produites pendant la période d’incubation de 24 heures a

30°C se traduisent par des virages de couleur spontanés ou par I’addition des réactifs. La

lecture de ces réactions se fait a 1’aide du tableau de lecture et 1’identification est obtenue a

’aide du catalogue analytique (Biomérieux, 2006).

Leoture directe ou indirecte

Résulrer

Micretubs Substrat Coroctire recherché Révilateur Test (ol nécessaire) 5 Résultet «
Onpa=aRe: | s Lecture diracte
!.| PG o m u ae, Ir o ~— 337
o '.";',g;f:g:' galactosidase _
ADH Arainine hrainine Dihyarolase
he il sine Décarboxylase Rouge de RO v
OC | Lysine ysine Decay 9 2 Lecture directe
o06 Omithine Dmithine Décarboxylase | phénol
oIt Citrate Utlisation du citrate BRT Leclure diracta F
== =
- o e ¢ A
H;S I‘;j;‘:'a % | Production d'H,S Fe lll Lecture directe r e
URE | uree Uréase gﬁgﬁ’]glc' Lecture diecte F iil lil
Tryptophane i =
TOA | Tryptophane dé san?mase H i
IND Fhmiadss Tryptophanase ou 2 2 ,
fyptophane production d'indole
Pyruvate de production d acetoine &
VP ‘:;:Sr: oot (3-hydroxybutanone o
GEL, | Géiatine gélatinase Paricules de | | actyre directe F |
charbon
| -~
G."R" o | Substrat Utilisation de substrats
B carboné carbonés (glucides) BBT Lecture directe >
e amns | (QlUCIHdE)
Iymagramme | ¥ -
1 mnor
NOy/N Nitrates (NOy) Nitrate reductase "’]

Figure 09: La lecture de galerie API 20E (http:/BioMérieux/systeme API®).
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0.5¢ d’échantillon

La solution mére

9ml d’eau distillé

10t
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Figure 10: Schéma représenté les étapes d’isolement et I’identification bactérienne
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Chapitre IV : Résultats et Discussions

1. Etude morphologique :
L’isolement a été effectué¢ sur le milieu solide (GN), L’observation macroscopique a
montré que les colonies ayant une forme plate, a une taille petite et moyenne de conteur

régulier

Tableau 05 : Aspect macroscopique des colonies sur le milieu GN solide.

Isolats C1 C2
Conteur Réguliére Réguliere
Couleur Blanchatre Transparent

Moyenne Petite

Taille

Aspect

macroscopique
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1.2. Identification :

L’identification des souches isolées a porté sur 1’étude des caractéres morphologiques,
biochimiques. Les caractéres culturaux et la morphologique cellulaire des isolats sont

présentés dans les tableaux 05 et 06
1.2.1. Observation microscopique

D’apres les résultats qui ont obtenue par nos observations microscopique, il ressort que
les bactéries isolées a partir de notre échantillon sont présentent 2 différentes formes : bacille,

petite bacille avec une paroi de type négative.

Tableau 05: Aspect macroscopique de 1’ensemencement des isolats sur GN aprés

purification.
Isolats C1 C2
Gram (+/-) - -
Aspect Bacille Petite bacille
microscopique
4 3% %
d N : '
“'{,'\.;".}’l
¢ Vaiy ¢
DA g 1
Observation 87 o et
. . AT R
microscopique R A b
i ARSI
e f’;’i'/‘, . o
l;‘.{- ";"‘ » ' 3 . ‘
[T T b y -
- = Y N ? )‘ S ‘ @ Pl
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1.2.2. Etude biochimique :

Les résultats des différents caractéres biochimiques de deux souches testées sont réunis dans
le tableau 06 :

Recherche de catalase :

L’activité catalytique de catalase permet la dégradation de 1’eau oxygénée en oxygeéne et
en eau, par la mise en contact des colonies avec quelques gouttes d’eau oxygénée.

Selon les résultats qui on a obtenus on a détecté une catalase positive chez les deux souches.

Test d’amylase

Selon les résultats qui on a obtenus dans notre expérience on a observé un éclaircissement

autour de strie indiqué que les deux souches ont été capables de dégrader I’amidon.
Mannitol-mobilité :

La dispersion des bactéries dans le milieu mannitol mobilite, révéle que les deux isolats

sont mobiles et peuvent se déplacer dans la gélose molle du milieu utilise.

L’absence de degradation du mannitol révéle que les deux isolats sont mannitol négatif(-).
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Tableau 06 : Les résultats des tests biochimiques.

Teste
Coloni Teste Catalase (+/-) Teste amylase (+/-) Mannitol-mobilité (+/-)
; v." .
MAN-/
Ci + + Mobile
C2 + + MAN-/
Mobile

(+) : Test positive ;(-) : Test négative
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1.2.3. ldentification API20E :

Le principe de I’identification de la galerie API est le méme que celui de la méthode
enzyme/substrat. Chaque cupule contient un substrat différent avec lequel chaque enzyme

bactérienne réagit.

Aprés une incubation a 37°C pendant 24h, les résultats obtenus sont réunies dans les
tableaux 07 et 08 :

Figure 11 : La galerie API20 E aprés I’incubation pour la premiére souche.

TableauOQ7 : Les résultats de galerie APl 20E pour la souche C1

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

GEL |GLU |MAN [INO |SOR |RHA |SAC |MEL |AMI |ARA
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Figure 12 : La galerie API20E aprés incubation pour la deuxiéme souche

Tableau 08 : Les résultats de galerie API 20E pour la souche C2

ONPG | ADH |LDC |ODC |CIT |H.S |URE |TDA |IND |VP

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

Ces bactéries ont un caractere aérobie strict, ADH et citrate et glucose sont positif pour les
deux isolats, et I’hydrolyse de gélatine positive pour la premiére souche, et arabinose pour la
deuxieme souche, et résultats de B-galactosidase (ONPG),lysine décarboxylase (LDC), de
I’ornithine décarboxylase (ODC), production d’H2S, production d’indole et réaction de
Voges Proskauer (VP), la fermentation de mannitol, ’'uréase, Tryptophane désaminase,
négative pour les deux souches.

Une identification biochimique par les galeries APl 20E (tableau 07 et 08) a permis de
différencier ces souches bactériennes et de les identifier au tant que : Pseudomonas
aeruginosa (C1) et Pseudomenas putida (C2).
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1.3. La formation de biofilm :

Un biofilm est généralement défini comme une communauté de microorganismes adhérant
a une surface, et marquée par la sécrétion d’une matrice de polysaccacharides adhésive et
protectrice. Cette organisation constitue le mode de croissance préféré des bactéries
(Hiernaux, 2005). Les bactéries représentent une biomasse cellulaire trés variable au sein du
biofilm.

|

Figure 13 : La formation d’un biofilm sur la surface de feuille de roseau

Aprés trois mois d’agitation, nous avons observons :

e La formation de biofilm a la surface de feuille
e Les feuilles perdent plus de 70 % de leurs poids initiaux (Po = 0.2g, Ps= 0.183Q)

e La mesure de la perte de masse de notre échantillon est une indication de leur
biodégradation

1.4. La mesure de la turbidité

La croissance bactérienne a été suivie par mesure de la DO par spectrométrie a une longueur

d’onde de 600nm pendant 13 semaines.
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Tableau 09 : Les résultats de la DO pendant 13 semaines.

flacons Fi F2 Fs
Semaines >8 e S8 +Fe
1 0.102 0.127 0. 245
2 0.112 0.137 0. 266
3 0.117 0. 160 0.273
4 0.115 0. 169 0.282
5 0.128 0. 168 0.343
6 0.135 0.200 0.352
7 0. 158 0. 202 0.362
8 0.175 0.214 0. 393
9 0.246 0. 206 0. 365
10 0.183 0. 280 0.414
11 0.179 0. 246 0. 550
12 0.117 0.224 0.670
13 0.114 0. 203 0.735

L.a courbe de croissance bactérienne
0,8
0,7
0,6 -
0,5 ,
0,4 - ; — R 1 |
0,31 | F2

0,2 Bl — -—J§§L~N e

0,1 4 K3

DOGOO

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Temps

Figure 14 : La courbe de croissance bactérienne.
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Ce graphe représente la croissance bactérienne (Abs) en fonction du temps (Semaine) de
trois différentes cultures.

Selon les résultats obtenus dans notre expérience on a détecté que les valeurs du DO de
notre culture sont augmenté progressivement sur Fz que F, et Fi, cette augmentation
corresponde la forte croissance de culture bactérienne (la phase exponentielle) qui former la
biofilm sur la surface au cours de laquelle sont capable d’utilisé les matériaux résultats de la

dégradation des feuilles pendant les semaines d’incubation.

Les micro-organismes se divisent, pour former dans un premier temps des micro-colonies.
A partir d'une concentration suffisamment dense d'individus, les micro-colonies sécrétent des
bio-polymeéres formant ainsi le biofilm. Ce dernier se développe puis s'épaissit jusqu'a devenir

macroscopique (Flemming, 2007).

L‘absence de phase latence démontre une adaptation plus rapide des souches étudiées aux

sources de carbone utilisée (les feuilles mortes)

Par ailleurs, on a une croissance plus lente de F2 qui contient les feuilles non stérile, cette
augmentation montre que ces feuilles contiennent des bactéries sur la surface. Par contre, dans
le milieu ne contenant que la suspension bactérien, il ya une croissance pour quelque semaine

car la bactérie utilisé les nutriments trouvé dans le milieu.
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I1. Discussion :

Dans cette présente étude deux microorganismes ont été isolées et considérées comme
dominantes par 1’application de la technique d'enrichissement, a partir de les feuilles de
roseau contaminé, afin d’étudier la capacité des isolats a dégrader et a utiliser les feuilles

mortes comme source de carbone et d’énergie.

La dégradation des feuilles de roseau est observée par augmentation significative de la
concentration bactérienne des deux souches, 1’identification morphologique et biochimique

des souches a montré que les deux souches de genre Pseudomenas ssp.

Pseudomonas aeruginosa est un bacille a Gram négatif, strictement aérobie,
omniprésente dans 1’environnement. Elle est tres mobile grace a la présence de plusieurs
flagelles polaires, la grande capacité d’adaptation de P. aeruginosa a différents
environnements est une propriété qui lui est propre et particuliere.

Ces bactéries ont la capacité de dégrader des composés complexes, tels que les protéines et les

polysaccharides complexes comme 1’amidon, la cellulose (Palleroni, 1984).

Pseudomenas putida est une bactérie gram négative qui se trouve couramment dans les
sols et les milieux aquatiques (Pardo et Guadalix, 1996). Cette bactérie possede également
de multiples flagelles polaires pour la motilité. Pseudomenas putida joue un réle important
dans la décomposition ainsi que dans le recyclage des éléments nutritifs et des substances

organiques (Timmis, 2002).

Le biofilm s'est formé relativement rapidement sur la surface de feuilles, ces changements
correspondent a la croissance de microbes attachés au roseau. La perte de poids aprés 3 mois

montre que ce genre bactérie capable de dégradation les feuilles de roseau.

Cette étude a révélé que la formation d’un biofilm sur le la surface du Phragmites australis
est un processus rapide seulement une semaine pour atteindre la biomasse. Lorsque le milieu
riche en nutriments accéléré la croissance des bactéries attachées sur la surface (Ayami et
al., 2009)
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Cette derniére est expliquée par 1I’hydrolyse des matériaux de haut poids moléculaire comme

la cellulose, la lignine et les matériaux polymeéres présent ou introduits dans la litiere de

feuilles , et par I’assimilation et la transformation des mati¢res organiques facilement

biodégradables (oligomeres et monomere) en CO; et H20.
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Conclusion

Dans ce présent travail, I’isolement a partir d’échantillon de feuilles contaminé de roseau
prélevé de la région de Bouguirat, Les testes de biodégradation ont éteé effectués sur un milieu
minéral additionné avec des feuilles de roseau séché et suspension bactérien, la formation de
biofilm corresponde la croissance de bactérie dans le milieu montre que la biodégradation de

feuilles dans des conditions favorable sur une période d'environ trois mois

L’identification morphologique et biochimique des bactéries isolées a montré que des deux
différentes souches a gram négative et catalase positive. L’utilisation de galerie API20E a

révélé que les deux souches de genre Pseudomenas

Parmi les espéces des Pseudomenas on a réussi a isoler: Pseudomenas aeruginosa,

Pseudomenas putida,

Enfin, notre étude ne représente qu’un début a des études plus approfondies pour plus de

performance.
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ANNEXE

» Bouillon nutritif :
* Extrait de viande.................. lg

* Extrait de la levure.............2.5¢

*Peptone.........ooovvviiiiiiiinn, S5g
eNaCl..oooiiiii 5¢g
*Eaudistillé........................ 1L
*PH......o 7

> Gélose nutritif :
* Extrait de viande.................. lg

* Extrait de la levure..............2.5¢

*Peptone.......cooovvviiiiiiiiiiin 5g
eNaCl.....ooviiiiiii, S5¢g
e Eaudistillé......................... 1L
*AGAr ..o 18¢g
ePh.. 7

» Milieu minérale :

* KH2 PO4uceeiieieiee e 2.5¢

*KoHPO4..coiii 2.5¢
*NHaNOs....ooovviiiiin. 2.5¢g
* MGSO4 TH20......cceeeee. 0.5g
*FeCla.coooiiiiiiii. 0.125¢g
*CaCl22H20.....cccenvennnen 0.05¢g
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