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RESUME

Les composés BTEX (benzéne, toluene, éthylbenzene et xylene) sont les contaminants
les plus frequemment rencontrés dans les eaux souterraines adjacentes aux sites
pétroliers. Dans cette étude, une nouvelle approche a été mise en place afin de
dégrader les BTEX en exploitant la capacité des laccases (laccases libres et
immobilisés) a dégrader les composés phénoliques. Le traitement biocatalytique ( en
présence d’enzymes oxydoréductases) offre une solution verte et efficace pour la
bioremédiation environnementale.

L’étude a été divisée en deux parties. Pour ce faire, une production des laccases a I'état
solide a été employé tout au long de cette expérience.

Dans la premiére partie, les laccases libres avec une activité¢ de 0.5 U/ml ont été
testées. La biodégradation des BTEX a été étudiée a température ambiante pour une
durée de 30 jours., Les résultats ont montré une biodégradation qui varie entre 69 et
94% pour les différents composés de BTEX .

La deuxiéme partie a porté sur I'immobilisation des laccases sur du microbiocharbon
activé chimiquement par un traitement acide H,SO4/HNO3 (1:1, v/v) et ce, pendant une
période de 20 jours. Les essais ont été ont été réalisé a la température ambiante
(autour de 20°C) et en imposant une concentration intiale de BTEX se situant entre
331 et 3994 ppm. Une dégradation presque totale a été observée pour tous les
composés BTEX, spécifiguement elle était de 99% pour le Benzene, 97% pour le
Toluéne, 88% pour 'Ethylbenzéne, 89% pour le m-p xylenes et finalement 92% pour 'o-
xyléne dans I'eau.

Mots clés : Eaux contaminées, sites pétroliers, BTEX laccase, immobilisation



ABSTRACT

BTEX compounds (benzene, toluene, ethylbenzene and xylene) are the most common
contaminants found in groundwater adjacent to petroleum sites. In this study, a new
approach was implemented to degrade BTEX by exploiting the ability of laccases (free
and immobilized laccases) to degrade phenolic compounds, thus biocatalytic treatment
with these oxidoreductase enzymes provides a green and efficient solution for
environmental bioremediation.

The study was divided into two parts. To make a production of laccases in the solid
state was used throughout this experiment.

In the first part, free laccases with an activity of 0.5 U / ml were tested. The
biodegradation of BTEX was studied at room temperature for a period of 30 days, the
results showed a biodegradation which varies between 69 and 94% for the different
compounds of BTEX.

The second part focused on the immobilization of laccases on chemically activated
microbiochar by acid treatment H,SO4/HNO; (1: 1, v/ v), for a period of 20 days and an
initial laccase activity, a concentration of btex between 331 and 3994 ppm and at room
temperature. almost total degradation was observed for all btex compounds, specifically
it was 99% for benzene, 97% for toluene, 88% for ethylbenzene, 89% for xylenes and
finally 92% for benzene. -xylene in water.

Key word : Contaminated water, oil sites ,BTEX, laccase, Immobilization
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|. INTRODUCTION

Le pétrole demeure la source d’énergie la plus demandée dans le monde, il est
disponible sous plusieurs formes (brute ou raffinée). Le pétrole est constitué
généralement de mélanges d’hydrocarbures sous différentes formes moléculaires
(Brandt et al.,, 2014). Les hydrocarbures sont constitués d’alcanes, d’alcenes, de
composeés aromatiques et de composeés polaires. Les composés aromatiques, qui nous
intéressent, dans cette étude sont constitués d’au moins un cycle benzéne a 6 atomes
de carbones. Les plus petits et volatiles parmi eux sont les: benzene, toluene,
ethylbenzeéne et xylene (BTEX). (Hubbe et al., 2013)

Les déversements accidentels du pétrole causent plusieurs problémes
environnementaux dus a son transport et peuvent causer plusieurs dégats significatifs
dus a sa composition physico-chimique et aussi son interaction avec les différents

milieux récepteurs.

Il existe plusieurs méthodes de traitements des sites contaminés : ces méthodes
peuvent étre chimiques, physiques ou biologiques. Dans cette étude nous nous
focaliserons plus précisément sur le traitement biologique en utilisant les enzymes

laccases pour la dégradation des BTEX.



ll. REVUE DE LITTERATURE

Dans le présent chapitre, une attention particuliere aux différents déversements issus
de pétrole dans les vingt derniéres années dans le monde, '’Amérique du Nord et le
Canada... aussi les différentes méthodes de traitements de ces déversements dans
'eau d’'une maniére fagon générale.

Finalement un accent sera fait sur le traitement biologique, plus précisément par voie
enzymatique en utilisant la laccase avec ses multiples applications dans le domaine

biotechnologique.

2.1 Généralités :

Le pétrole est 'une des ressources naturelles indispensables a I'étre humain et
qui est exploité depuis plusieurs décennies . Il a été clairement démontré que depuis le
début de son utilisation, plusieurs problémes environnementaux majeurs ont été
observés suite aux différents déversements (Herbert, 2010). Ill existe deux sortes de
pétrole raffiné, le léger qui se distingue comme peu coloré et trés fluide, et le brut lourd
qui est généralement visqueux, de couleur noire et qui comportent peu de fractions

légéres.



2.2 Apercu chronologique des différents déversements de pétrole et
ses dérivés dans les vingt dernieres années, dans le monde, en
Amérique du Nord et au canada :

Le tableau ci-dessous nous démontre une chronologie des différents déversements qui

se sont déroulés ces vingt dernieres années partout dans le monde et leurs dégats sur

I'’environnement.

Tableau 1: les différents déversements durant ces vingt derniéres années

Année

Lieux

Dégats

Mars 1967

Torrey canyon

Le Torrey Canyon, un navire libérien, s’échoue a
proximité des iles Scilly (Grande-Bretagne) et déverse
dans la mer 121 000 tonnes de brut, atteignant la

Bretagne (ouest de la France).
D’autres naufrages de pétroliers, au volume

d’hydrocarbures moins élevé, ont causé d’'importantes
catastrophes naturelles comme les marées noires de
'Exxon Valdez en Alaska (1989), du Sea Empress au
Pays de Galles (1996), de I'Erika en France (1999) ou
du Prestige en Espagne (2002). (Le Berre et al., 2004)

Juillet
1979

Atlantic
empress/Aegean

captain

La collision de deux navires battant pavillon grec,
I'Atlantic Empress et ’Aegean Captain, au large de
Tobago, provoque le déversement de 287 000 tonnes
de pétrole, en plus de causer la mort de 30 marins. (Le
Berre et al., 2004)

Juin 1979
MEXIQUE

Plateformes et
puits : Les
volumes les

plus importants

Le déversement d’un million de tonnes de pétrole dans
le golfe du Mexique, aprés I'explosion du puits de
pétrole Ixtoc Uno, provoque une gigantesque marée

noire. Plus de neuf mois de travail seront nécessaires




pour juguler la fuite. (Le Berre et al., 2004)

Novembre
1988

Odyssey

L’Odyssey, navire britannique transportant 132 000
tonnes de pétrole, sombre dans I'Atlantique a environ
1300 km des cotes canadiennes avec les 27 membres

de I'équipage (Le Berre et al., 2004).

Janvier
1991

Golfe

Un million de tonnes de pétrole brut échappé des
réservoirs de navires-citernes en rade, de terminaux et
de puits offshore saboté sont déversées dans le Golfe
a la suite de la guerre contre I'occupation du Koweit
par l'lrak. 560 kilométres de cbétes sont pollués
(DECLERCK, 2013).

Avril 1991

Haven

Un pétrolier chypriote, le Haven, sombre dans le golfe
de Génes (Italie) apres plusieurs incendies qui
détruisent une grande partie de sa cargaison de 144
000 tonnes. Le reste du pétrole forme une marée noire
qui pollue les cotes de Ligurie et de Provence (Le
Berre et al., 2004)I.

Avril 2010

ETATS-UNIS

L’explosion de la plateforme pétroliere Deepwater
Horizon, opérée par BP dans le Golfe du Mexique, fait
11 morts et entraine le déversement de 4,9 millions de
barils de brut (plus de 600 000 tonnes de pétrole)
(Martin & Dalian, 2018).

6  juin
2013

Lac  Mégantic,

Québec

I a induit a la mort plus de 47 personnes et la

destruction d’une quarantaine d’édifices.




2.3 Les méthodes de traitement des eaux et sites contaminés par le

pétrole et ses dérivés d’'une fagon générale

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) sont une classe de composés
organiques qui s’accumulent dans le milieu naturel principalement a la suite d'activités
anthropiques telles que la combustion de combustibles fossiles. L'intérét a entouré
I'apparition et la distribution des HAP pendant de nombreuses décennies en raison de
leurs effets potentiellement nocifs sur la santé humaine. Cette préoccupation a incité les
chercheurs a trouver des moyens de détoxifier / éliminer ces composés organiques de
I'environnement naturel. (Bamforth & Singleton, 2005)

Il existe plusieurs méthodes (chimiques, physiques ou biologiques) pour éliminer et

dégrader ces composés.Traitement physico-chimique :

L'utilisation du procédé de réactif de Fenton a été étudiée pour le traitement de
matrices contaminées par des hydrocarbures aromatiquespolycycliques
(HAP)(Flotron et al., 2005)

L’extraction par solvant, la phytoremédiation, I'oxydation chimique, la dégradation
photocatalytique, le traitement électrocinétique, le traitement thermique et les

technologies d'assainissement intégrées. (Ceylan et al., 2009)

L’utilisation d'un matériau polymére macroporeux a base de caoutchouc butyle (BR)
comme absorbant dans le nettoyage de déversement d'hydrocarbures(Ceylan et al.,
2009)

L’oxydation chimique des sols contaminés aux HAP. Les processus d'adsorption et
d'extraction sont également documentés et discutés. L’utilisation d'ozone, de
peroxyde d'hydrogéne (avec ou sans ajout de fer ferreux) et d'eau sous haute
pression (dans des conditions sous et supercritiques) en présence d'un oxydant

ajouté comme peroxyde d'hydrogene. (Rivas, 2006)

L’ajout de la molécule-cage la cyclodextrine dans des solutions de lavages a été

egalement utilisée (Viglianti et al., 2006)



Les hydrocarbures aromatiques tels que le benzene, le toluéne, I'éthylbenzene et les
xylenes (BTEX) sont considérés comme polluants néfastesa cause de leurs grandes

volatilités et toxicités pour I'environnement. Le tableau 2 illustre bien les différents

problémes que peuvent causer les BTEX.

Tableau 2: Effects toxiques des BTEX

(1998)

donnée* (2005)

cancérogénicité
pour ’homme**
(1991)

Benzéne Toluéne Etyle Benzéne | Xyléne
Concentrations | CLsg= 64 980 CMEO = 375 200 mg/m® CMEO =250
toxiques mg/m?® mg/m? mg/m?®

LOAEL = 32

mg/m?®
Classement Substance qui Substance non | Substance non | Substance non
Carcinogénique | est cancérigéne | classifiable par | classifiable classifiable
(EPA) pour ’lhomme manque de quant a sa quant a la

cancérogénicité
pour ’homme
(1987)

hémotoxique et

immunotoxique

irritation des
mugueuses et
dommage a des

organes

irritation cutanée

Ou on les | Tissueriche en | Tissue riche en | Aucune donnée | Tissue adipeux
retrouve lipides lipides surtout le | sur la et circulation
principalement cerveau distribution chez | systémique
dans ’homme

'organisme

Effets sur | Cancérigéne, Irritation Irritation des Trouble
'lhomme mutagene, cutanée, mugueuses et respiratoire,

cardiovasculaire,
gastro-intestinal

et neurologique




2.4 Traitement enzymatique

L'utilisation des enzymes a connu une grande évolution, touchant plusieurs
domaines industriel et agricole.

Le développement des différentes méthodes de fermentation que ce soit a I'état solide
ou liguide a rendu possible I'exploitation industrielle des enzymes et sa rentabilité
economique.

L’aptitude de différents champignons comme Trametes versicilor & produire plusieurs
types d’enzymes hydrolytiques a était démontré dans plusieurs études récentes
(Laadila, 2016), mais aussi elles peuvent étre utilisées dans plusieurs phases de

traitement (extraction, purification, hydrolyse et activation) (Fang et al., 2015).

2.4.1 Productions des enzymes par fermentation a I’état solide

la biomasse ligno-cellulosiques a était reconnue comme I'une des ressources naturelles
les plus abandantes, elle est exploitée en industries pour différentes fins (production
d’énergie, biomolécules, construction..etc.), ceci grace aux différentes avancées
technologiques (Pereira et al., 2015) avec le développement industriel et agricole, la
génération de déchets est devenue une grande problématique (Tableau 2), ces
déchets peuvent étre utilisés comme matieres premiéres par lindustrie de la
biotechnologie.

La réutilisation de ces déchets permet de réduire leur impact environnemental si elle se
fait dans le respect des normes.

Plusieurs microorganismes possedent une aptitude particuliere a biodégrade les
déchets grace a leurs systémes enzymatiques (Pandey et al., 2000)

Actuellement, il a été démontré que la fermentation a I'état solide permet une
production trés pertinente d’enzymes, en particulier les enzymes ligninolytiques. Cette
technique de fermentation date depuis plusieurs siecles (Pereira et al., 2015), elle est
intéressante étant donné ses avantages économiques et environnementaux. La
multiplication des microorganismes se fait dans des conditions chimiques, physiques et

biochimiques spécifiques aux conditions solides (Pandey et al., 2000)



Parmi les microorganismes qui sont capables de produire une quantité importante
d’enzymes ligno-cellulosiques, on peut citer Trametes versicolor. Ce champignon est
capable de produire une variété d’enzymes oxydatives principalement les laccases qui
dégradent les composés phénoliques et non phénoliques liés a la lignine ainsi que les
polluants organiques (Gassara et al., 2010)

Principe de la fermentation a I’état solide :

Cette technique de fermentation fait partie des techniques les plus utilisés en
biotechnologie. Elle permet la production de bioproduits a valeur ajoutée par exemple :
les enzymes, les acides organiques, les lipides, les alcools..etc (Pandey, 2003). Les
déchets organiques peuvent étre valorisés comme source de carbone en fermentation
a I'état solide (Singhania et al., 2009)

Généralement le substrat peut jouer deux réles :

e Support pour 'immobilisation des microorganismes ;
e Source d’énergie pour la croissance des microorganismes (Couto & Sanroman,
2005).

Le principe de la fermentation a I'état solide ne differe aucunement de la fermentation
conventionnelle. La différence réside au niveau de la nature du substrat (liquide ou
solide) et des conditions opératoires imposées (température, 'humidité et 'oxygéne,
etc.) qui controlent la croissance des microorganismes(Pandey, 2003)
La fermentation utilisant des substrat solide est la plus avantageuse a cause de son
faible codt et sa facilité de contrdle de production d’enzymes.. La fermentation en milieu
solide posséde des inconvénients comme le nombre limité des microorganismes actifs,
leurs efficacités seulement a petite échelle et leur implication catalytique qui reste
localisée (Singhania et al., 2009)
Les enzymes produites par la fermentation a I'état solide sont appliquées au
développement des procédés comme la bioremédiation des sites contaminés par les

biocarburants, les biosurfactants et les biopesticides (Pandey, 2003)



2.5 Propriétés et applications de la laccase :

La laccase (figure 1) est une enzyme qui appartient au groupe des oxydases. Ce
groupe d’enzymes a recu beaucoup d'attention de la part des chercheurs ces dernieres
décennies en raison de leur capacité a oxyder plusieurs polluants environnementaux
hautement récalcitrants. La laccase est capable d'oxyder un large spectre de substrats
organiques (Piontek et al., 2002).Elle est utilisée dans plusieurs applications, comme
par exemple la décoloration du denim dans l'industrie du textile, le blanchiment de la
pate a papier, la décoloration des effluents et bien d’autres. La laccase est présente
dans les plantes supérieures et les champignons (MESSERSCHMIDT & HUBER, 1990)
et a également été détectée dans les insectes et les bactéries. En raison de leurs
capacités a oxyder plusieurs substrats, les laccases sont de plus en plus utilisées pour

des applications industrielles.

Figure 1: laccase active de Trametes vercicolor

En ce qui concerne la structure de la laccase, elle est considérée comme une enzyme
ayant une grande stabilité en raison du niveau élevé de glycosylation (Duran et al.,
2002). La laccase est sous la forme d'une holoenzyme active, est une glycoprotéine
dimére ou tétramere, contenant habituellement (par monomere) quatre atomes de
cuivre (Cu) liés a trois sites redox (Type 1, Type 2 et Type 3 pairs de Cu). Pour avoir

une activité catalytigue, un minimum de quatre atomes de Cu par unité de protéine



active est nécessaire. Trois types de cuivre peuvent étre distingués en utilisant la
spectroscopie UV/visible et la spectroscopie par résonance paramagnétique
électronique (EPR). Le type 1 Cu (T1) & son état de repos oxydé est responsable de la
couleur bleue de la protéine a une absorbance d'environ 610 nm et est EPR détectable.
Le type 2 Cu (T2) ne confere pas de couleur, mais est EPR détectable. Les atomes de
Cu (T3) de type 3 consistent en une paire d'atomes de Cu dans une conformation
binucléaire qui donne une faible absorbance dans la région proche des UV, mais aucun
signal EPR détectable. Les sites de cuivre de type 2 et de type 3 sont proches les uns
des autres et forment un centre trinucléaire impliqué dans le mécanisme catalytique de
I'enzyme (figure 2) (Thurston, 1994).

Figure 2 : Site actif de la laccase (Rivera-Hoyos et al., 2013)
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Trois étapes principales sont impliquées dans le mécanisme de l'action de la laccase.
Initialement, Cu T1 est réduit par I'action d'un substrat réducteur, qui est ensuite oxydé.
Ensuite, I'électron est transféré de Cu T1 sur> 13 interne par une voie Cys-His vers le
centre trinucléaire, formé par les atomes de cuivre T2 et T3. La molécule d'oxygéne se
lie au centre trinucléaire pour une activation asymeétrique a travers un site de liaison au
substrat situé a proximité des ligands His du centre Cu T1. Il a été proposé que la
poche de liaison pour O, semble restreindre I'accés des agents oxydants différents de
O,. Pendant I'état d'équilibre du processus, H,O, n'est pas détecté a l'extérieur de
I'enzyme, ce qui indique qu'il se produit une réduction de quatre électrons de 'O, a
I'H20 (Rivera-Hoyos et al., 2013). Puisque l'oxydation d'un électron dans le substrat
phénolique est liée a la réduction de quatre électrons d'oxygéne, on ne peut pas
supposer gue le mécanisme de la réaction est simple. Par conséquent, il est supposé
gue la laccase agit comme une batterie, stockant des électrons de réactions d'oxydation
individuelles afin de réduire lI'oxygene moléculaire. Par conséquent, I'oxydation de
quatre molécules de substrat est nécessaire pour produire une réduction compléte de
I'oxygene moléculaire en eau (Solomon et al., 2008). Au cours du processus catalytique
de la laccase, différentes réactions radicalaires résultent, selon la structure et les
conditions de réaction. Les réactions les plus fréquentes sont le couplage de radicaux
libres qui géneérent des produits dimeres ou des composés polymériques et des
carboxylations oxydatives. L'oxydation des substrats est couplée a la réduction de
I'oxygene moléculaire, générant deux molécules d'eau. Pour chaque oxygéne réduit,
guatre molécules de substrat sont oxydées sans production de peroxyde d'hydrogene
(Solomon et al., 2008)

Substrat 4H ¥ + 4 + substrat O, — 2 H,0O + 4 +

Par conséquent, les laccases sont considérées comme des catalyseurs «verts», car

elles utilisent 'O, comme cosubstrat et génerent du H,O comme sous-produit (figure 3).

La laccase peut étre également utilisée comme médiateur avec certains médiateurs
chimiques. En raison de la grande dimension de la molécule de laccase (Rodgers,
Blanford et al., 2010) et de son faible potentiel redox (< 0,8 V), il est souvent nécessaire

d'utiliser d'autres composés formant un systeme médiateur. Comme on peut le voir sur
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la figure 3, il existe deux mécanismes par lesquels les composés peuvent étre oxydés
sous l'action catalytique de I'enzyme. Dans les interactions typiques de la laccase avec
un substrat, le site catalytique de I'enzyme extrait les électrons du substrat et libére un
produit oxydé. Dans les cas ou un médiateur est présent, le médiateur peut étre oxydé
par I'enzyme et ensuite oxyder un autre composé qui est soit un substrat ou non-
substrat entrainant la formation de produit (s) oxydé (s) et la régénération du médiateur
(Banci et al., 1999). Ces médiateurs sont des composés de bas poids moléculaire
facilement oxydables par la laccase, produisant des radicaux cationiques trés réactifs et
instables. Cependant, en méme temps, ces radicaux cationiques peuvent oxyder des
composés complexes (non compris les substrats phénoliques) avant de revenir a leur
état d'origine (Torres et al., 2003). Par ce mécanisme, les médiateurs agissent comme
des transporteurs d'électrons diffusibles, permettant I'oxydation indirecte de substrats
polymeres tels que la lignine, pénétrant méme dans des zones moins accessibles de sa
structure. De plus, en raison de l'utilisation de médiateurs, les laccases sont capables
de s'oxyder les composés ayant un plus grand potentiel redox que le leur; un exemple
de ceci est I'oxydation médiée par les hydrocarbures aromatiques polycycligues ou HAP
(Riva, 2006). Puisque le Bourbonnais a démontré que linclusion du médiateur
augmente l'activité catalytique de la laccase vers les substrats non phénoliques
(Bourbonnais & Paice, 1990), plus de 100 médiateurs différents ont été décrits avec
ABTS (2.2'-azino-bis (3 éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)). Le HBT (1-
hydroxybenzotriazole) étant le plus couramment utilisé. Ce systeme de laccase-
médiateur peut étre appliqué dans diverses réactions oxydatives (Rivera-Hoyos et al.,
2013).
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Figure 3 : - Représentation schématique des cycles redox catalysés par la laccase pour I'oxydation des
substrats en I'absence (A) ou dans les présents (B) des médiateurs redox (Riva, 2006).

2.6 Applications biotechnologiques

Les laccases présentent un grand intérét pour l'industrie et ont été utilisées dans de
nombreuses applications telles que la délignification des composés lignocellulosiques,
le biopulpage et le bioblanchiment, la transformation des colorants dans l'industrie
textile, le traitement des eaux usées et la dégradation des explosifs et des pesticides
((Rivera-Hoyos et al., 2013).

Les laccases sont largement utilisées dans l'industrie du papier. La laccase de T.
versicolor était capable de délignifier la pulpe de papier en présence de médiateurs,
sans avoir recours a des techniques traditionnelles de réactifs toxiques chlorés
(Bourbonnais et al., 1997). De nombreuses études ont été développées pour optimiser
I'ensemble du processus (Ferraroni et al., 2012). En raison de son fort potentiel
d'oxydoréduction, la laccase peut étre utilisée dans presque toutes les chaines de
production de produits en papier: développement de la pate a papier, lavage sans
chlore de la pate ou traitement des effluents. Il est de notoriété publique que la charge
polluante dans les eaux usées résultant du processus de lavage pendant la production
de papier est caractérisée par des niveaux élevés de demande chimigue en oxygéne
(DCO), de couleur et plus de 500 composés halogénés organiques absorbables

différents (AOX) (Savant et al., 2006). En ce qui concerne l'industrie des produits
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forestiers, deux domaines ont récemment été étudiés: i) la conception de matériaux
lignocellulosiques dotés de nouvelles propriétés de résistance et de stabilité au moyen
de greffes de composés phénoliques catalysées par la laccase, ce qu'on appelle la
«fonctionnarisation des fibres cellulosiques»; ii) utilisation de la laccase pour améliorer
le degré de compression dans les panneaux a base de bois (par couplage enzymatique
in situ), sans utiliser d'adhésifs toxiques contenant du formaldéhyde (Rivera-Hoyos et
al., 2013)

L'application de Laccase dans lindustrie textile va du lavage des fibres de coton au
blanchiment des textiles en passant par le précurseur de la production de colorants

jusqu'a I'élimination de la premiere dans les eaux usées (Rivera-Hoyos et al., 2013)

Par exemple, la laccase peut étre utilisée pour la biorestauration dans des matrices
contenant des composés tels que les HAP, les chlorophénols, les diméthoxyphénols,
les nitrophénols et les pesticides, les askarels, entre autres (Gayosso-Canales et al.,
2012). En fait, la laccase de M. thermophila a été récemment utilisée pour I'oxydation
du colorant indigo dans le tissu de denim (Riva, 2006). La dégradation des HAP est
considérée comme particulierement intéressante, car les hydrocarbures aromatiques
polycycligues constituent un groupe de Xxénobiotiques tres dangereux (mutagénes,
cancérogenes et/ou tératogenes) largement distribué dans les milieux terrestres et
aquatiques. Les principales sources d'émission proviennent du déversement en mer,
des moteurs de véhicules, des processus industriels et des incendies de forét. Les
tendances récentes pour I'élimination des HAP visent a combiner des méthodes
chimiques et biologiques, telles que le traitement-choc pour I'oxydation (Riva, 2006).
Ainsi, un effort plus important est fait pour concevoir une oxydation efficace des HAP
par les laccases. Ces procédures néecessitent des conditions de traitement exigeantes,
telles que la présence de solvants organiques et des conditions environnementales

extrémes, entre autres (Kudanga et al., 2011).

Les laccases ont également des caractéristiques qui leur permettent d'étre
exploitts en nanobiotechnologie. Cette enzyme peut étre utilisée dans le
développement de biocapteurs pour l'analyse clinique et environnementale et étre

employée dans l'avancement du biocarburant pour I'énergie électrique propre (sans
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utilisation de combustible fossile) par I'immobilisation de laccase dans la cathode. Par
exemple, l'activité enzymatique de la laccase couplée a des transducteurs physiques
peut étre utile dans la conception de biocapteurs pour détecter O, et une grande variété
de réducteurs de substrat tels que les phénols, les anilines et le glucose. En outre,
l'activité indirecte d'autres enzymes (par exemple, les amylases, les aminopeptidases,
la phosphatase alcaline, la cellobiose oxydase, la chymotrypsine ou la glucosidase)
peut étre déterminée (Rivera-Hoyos et al., 2013). Pour l'industrie pharmaceutique, les
laccases ont été utilisées pour le développement d'agents antitumoraux, de nouveaux

dérivés antibiotiques et de cosmétiques.

Enfin, les laccases peuvent catalyser la réduction de I'oxygene en eau, une application
prometteuse de laccase vise la conception de biocombustibles et le nettoyage de

certains explosifs dans le sol, comme le trinitrotoluene (TNT) (Shekher et al., 2011)

En résumé, les laccases sont des enzymes a fort potentiel dans divers domaines de
l'industrie. Ce sont des «outils verts» tres prometteurs dans plusieurs processus, qui

attirent l'attention de la communauté scientifique.

Activation du microbiocharbon avec de I’acide pour une immobilisation de la
laccase

D’apres une étude récente, plusieurs combinaisons d’acides pour activé le
nanobiocharbon ont était testés, tel que HCI, H,SO,4 et H,SO,4 / HCI qui ont démontré
presque les mémes spectres sur le FT-IR que le spectre du nanobicharbon non traité,
ce qui signifie que ces combinaisons ne sont pas efficaces donc elles sont négligeables
(Naghdi et al., 2017). En comparaison avec d’autres combinaisons d’acides qui
contenaient du HNO3 ont démontrés des pics plus forts pour le groupe fonctionnel acide
carboxylique, parmi lesquels H,SO4 / HNO3 a présenté le pic avec lintensité la plus
elevée (Naghdi et al., 2017)
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3 PROBLEMATIQUE

L'industrie du pétrole s’agrandit de plus en plus avec les diverses utilisations de ce
dernier dans la vie de tous les jours, les accidents durant le transport que ce soit par
voie terrestre ou maritime causent plusieurs problémes environnementaux soit pour les
sols ou les eaux. Plusieurs solutions existent déja comme les traitements physico-
chimiques qui ont des effets néfastes pour la faune et la flore, mais aussi coutent cher.
C’est ainsi que de nouvelles solutions écologiques ont apparu comme le traitement

enzymatique.

Notre projet propose une alternative verte basée sur l'utilisation des enzymes laccases
produites parfermentation a I'état solide a partir des déchets agroalimentaires, ce qui

nous ramene a une solution moins couteuse et plus écologique.

3.1 Hypotheses

La principale hypothése de ce travail est :

La lacasse (enzyme lignocelulosique) produite par Trametes vercicolor en utilisant des
déchets de l'industrie de jus de fuits serait capable de dégrader les BTEX (Benzene,
Toluene, Ethyl-benzéne et xyléne). Le conditionnement ett I'adaptation de I'enzyme
cellulosiqgue ( Laccase libre et laccase immobilisée sur du microbiocharbon)

contribuerait a la dégradation des BTEX.

3.2 Objectifs du travalil
Objectif principal

L’objectif principal de ce travail est I'étude la dégradation des BTEX par la laccase.

Objectifs spécifiques

Ce travail poursuit les objectifs spécifiques suivants :
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e Optimisation de la production de la laccase en utlisant le marc de pomme
comme substrat.
e Optimisation de la dégradation des BTEX a différentes concentrations de BTEX .

e Application sur des eaux usées de lavage des voitures

3.3 Organisation du travail

Pour aboutir aux objectifs visés par cette étude, nous avons adopté la démarche

méthodologique suivante :

1. la production des enzymes laccases par fermentation a I'état solide en utilisant le
marc de pomme comme substrat de fermentation.

2. Evaluation de la dégradation des BTEX par la laccase déja produite.

3. Immobilisation de la laccase produite sur du microbiocharbonet évaluation de
son efficacité de dégradation des BTEX par rapport aux laccases libres sur les

eaux de lavage de voitures.

IV. MATERIELS ET METHODES EXPERIMENTALES

4.1 Préparation d’inoculum :

Le champignon Trametes versicolor a été cultivé dans le milieu gélose dextrose de
pomme de terre (PDA, C = 39¢g/l) (autoclavé a T=121°C pour 20 min), ensuite T.
versicolor a été maintenu dans le milieu préparé précédemment et incubé a T=30 + 1

°C pendant 14 jours (Lorenzo et al., 2006).
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4.2 Procédures expérimentales

421 Productions des enzymes ligno-cellulosique

4.2.1.1 Préparation de milieu de culture

Le marc de pomme (déchet de l'industrie de jus de pomme) a été utilisé comme
substrat pour la fermentation a I'état solide (SSF) pour la production des laccases en
raison de sa teneur en carbone a 44,5 % (w/w) (exprimé par rapport au poids de la
matiére seche) et sa teneur en azote. 40 grammes de notre substrat solide (75% p/p
d'humidité et pH 4,5), dans un Erlenmeyer de 500 ml, ont été mélangés et autoclavés a
121 °C 1 °C et a 15 psi pendant 20 minutes. Le substrat a été ensuite inoculé par les

cultures en question : Trametes versicolor.

Un échantillon est prélevé toutes les 24h pour dresser le profil de production de laccase

et de celullase.
4.2.1.2 Production des laccases

La production des laccases a été effectuée par Trametes versicolor (ATCC-20869). T.
versicolor a été fraichement pré-cultivé dans le milieu de culture liquide PDB (Potato
Dextrose Broth) et incubé a 30 + 1 °C, 150 rpm pendant 7 jours dans un incubateur
agitateur. Ensuite, le champignon a été re-cultivé sur de la gélose dextrosée a la
pomme de terre (PDA) qui est utilisée comme inoculum et laissé incuber a 30 £ 1 °C

pendant 10 jours dans l'incubateur statique (Gassara et al., 2010).

La fermentation a l'état solide (SSF) a été réalisée dans le marc de pomme
préalablement préparé. Le milieu a été inoculé avec une culture fraiche de PDA et
incubé a 30 =1 °C pendant 15 jours (Gassara et al., 2010)

4.2.1.3 Extraction des laccases
L'extraction des laccases a été effectuée de la facon suivante :

Un gramme est prélevé de chaque milieu de fermentation solide est mélangé avec 20
ml de la solution tampon a base de phosphate de sodium 50 mM (10/1 : v/p) a pH 6,5.

Le mélange a été placé dans un incubateur agitateur a 150 rpm pendant une heure a
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30 + 1 °C. Ensuite le mélange est centrifugé a 7000 x g pendant 20 min a 4 £ 1 °C
(Gassara et al., 2010). Le surnageant recueilli a été ainsi analysé pour l'activité

enzymatique.

4.3.1 Mesure de I’activité enzymatique

4.3.1.1 Activité enzymatique des laccases

L'activité enzymatique des laccases a été déterminée selon la méthode décrite par
Gassara et al. (2010) et mesurée a 'aide du spectrophotomeétre. Dans une cuvette de 1
cm, on mélange 0,5 ml de l'acide 2,2’- azino bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)
(ABTS) a 0,5 mM avec 2,58 ml de la solution tampon citrate de phosphate a 0,1 M et
pH 4.

On ajoute 0,02 ml de la solution d’enzyme au mélange et on laisse incuber pendant 10
min a 45°C .L’oxydation de 'ABTS est déterminée a une longueur d’onde de 420 nm
(¢420 = 36mm / cm). (Collins & Dobson, 1997)

Une unité d’activité des laccases est définie comme la quantité d'enzymes nécessaire

pour oxyder une pmole de I'ABTS par minute.

Equation 1 : L’équation de I’activité enzymatique en unité de laccase par gramme est la suivante :

P = volume de la cuvette

E= = vol de t 1gd bstrat
£ = longueur du trajet = volume de 'enzyme potime ge tampon par 1§ ce substra

Ou P est la pente de la courbe standard de la laccase pure et € est le coefficient d’extinction.

19



4.4 Fonctionnalisation du Microbiocharbon

Un traitement acide a été utilisé pour I'activation de microbiocharbon.

Un échantillon 200 mg de microbiocharbon a été dispersé dans 25 mL d’une solution a
5 M de mélange H,SO, / HNO3 (1:1 v/v) et incubé a température ambiante & une
agitation de 200 tr / min pendant 48 h. Par la suite, la suspension de microbiocharbon a
été lavée a plusieurs reprises avec de I'eau milli-Q pour éliminer les acides et atteindre
un pH de 7. Le microbiocharbon traité a été ensuite lyophilisé et conservé a
température ambiante sous la forme d'une poudre séche. Du microbiocharbon sans

aucun traitement a été considéré comme controle. (Naghdi et al., 2017)

4.4.1 Titrage

L’échantillon de microbiocharbon traité a I'acide a été examiné par titrage pour mesurer

la quantité de groupes carboxyliques formés (COOH) sur sa surface.

442 Immobilisation de la laccase

Dans des flacons de 50 ml, 100 mg de microbiocharbon traité avec une combinaison
d'acide H,SO4/HNO3 ont été suspendus dans 10 ml de tampon citrate-phosphate (pH 3
.5) le mélange est par la suite incubé a une température de 25 °C et sous une agitation
de 200 rpm dans un agitateur rotatif pendant 24h. L'immobilisation de la laccase a été
également réalisée sur du microbiocharbon sans traitement acide (contrdle). Le
microbiocharbon a été centrifugé, décanté et l'activité de la laccase dans le surnageant

et également dans le complexe laccase-biocharbon a été déterminée.

4.4.3 Chromatographie en phase gazeuse :

A la fin de I'étude de dégradation des BTEX (30 et 20 j), les échantillons ont été
prélevés et dilués dans de l'eau distillée avant d'étre injectés dans la GC-MS.

Un systéme Shimadzu consistant en un spectrométre de masse connecté a un
chromatographe en phase gazeuse GC avec un injecteur split/splitless a été utilisé pour
la quantification des BTEX. Une colonne de silice fondue, DB-5 MS (5% de phényl-95%
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de diméthylpolysiloxane; 30 mx 0,25 mm DI, 0,25 um) a été utilisée avec de I'hélium. La
température de la colonne a été programmée comme suit: 40 °C pendant 1 min,
augmentation a 160 °C a une vitesse de 25°C/ min , puis augmentation & 300 °C a une
vitesse de 5°C/min. Les données ont été acquises et traitées par le logiciel Shimadzu
Class 5000. L'effluent de la colonne GC a été transféré via une ligne de transfert
maintenue a 280 °C et introduit dans une source d'ionisation par impact d'électrons a 70

eV maintenu a 280 °C.
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V. RESULTATS ET DISCUSSIONS

Dans ce chapitre nous présentons les résultats obtenus durant ce projet de maitrise ;

5.1 Production des laccases

Les déchets générés par les industries agroalimentaires, sont actuellement reconnus
comme une matiere premiére pouvant avantageusement étre exploitée pour la
production des enzymes par fermentation a I'état solide (SSF) ce qui aura pour
conséquence de réduire le colt global de la production d'enzymes (Karmakar & Ray,
2010)

Selon la cinétique de production des laccases durant la fermentation (Figure 4 ), nous
avons observé que la production maximale de I'enzyme est de I'ordre de 36 + 2 U/g

substrat sec, apres 8 jours de fermentation.

La production enzymatique dans cette étude est comparable a plusieurs travaux déja
publiés en utilisant différents substrats, dont la prduction maximale de 'enzyme a atteint

38 U/gsubstrat sec apres 13 jours de fermentation. (Chaali, 2017).
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Figure 4 : Profil de I’activité enzymatique des laccases produite par fermentation solide

5.2 Test de dégradation de BTEX

Le test de dégradation a été effectué pour une période de 30 jours, avec différentes
concentrations de BTEX (entre 522-1530, 976-3277 et 805-3994 ppm), et avec une
activité enzymatique de 0,5 U/ml et & une température ambiante de 20°C. Par la suite,

les laccases libres sont utilisées dans le processus de dégradation.
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Tableau 3: Dégradation de Btex a une concentration entre 522 et 1530 ppm et 0.5 U/ml de
laccases

Temps (jours) Composés (ppm)
Benzéne |Toluene |Ethylbenzene|m-p-xylene |o-xyléene

0 1530 620 522 733 582
0.5 1517 571 498 697 517
1 1295 476 401 579 406
2 1289 466 376 548 385
3 1231 439 293 535 364
6 901 336 230 432 268
9 789 297 209 395 231
12 682 177 96 157 134
15 609 161 87 139 121
20 581 150 80 129 108
25 506 135 75 116 96
30 473 124 67 105 87

% de 80% 87% 85% 84%

dégradation 69%
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D’aprés les valeurs présentées dans le tableau 3, nous constatons qu’a partir du 12'*™®

jour la dégradation deveint de plus importante

1600 —=— Benzéne
1400 ] +— Toluéne

| —a— Ethylbenzéne
1200 4 —v— M.p xyléne

+— o-xylene

Concentration (ppm)
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Figure 5 : Suivi de la dégradation du BTEX (initialement entre 522 et 1530 ppm) par les laccases

La figure 5 présente la dégradation des différents composés durant une période de 30
jours et avec une concentration de laccase de 0.5 U/ml. La dégradation est beaucoup
plus accentuée au bout de 12 jours de temps de traitement, on peut expliquer les
courbes par 3 phases: la premiére phase qui est de 0 a 2 jours cCest la phase

d’adaptation des enzymes avec le nouveau milieu ;

La deuxiéme phase qui est du 2°™ au 12°™ jours c’est la période d’activation des

enzymes dans le milieu d’ou on observe une dégradation accentuée ;

Finalement la troisieme phase, qui est I'étape de la stabilisation et I'atteinte de la
dégradation maximale des BTEX, vu que les enzymes qu’on avait, on put dégrader

presque la totalité des composés.
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Tableau 4 : Dégradation de Btex a une concentration entre 976 et 3277 ppm

Temps (jours) Composés (ppm)

Benzéne|Toluéne [Ethylbenzéne| m-p-xylene|o-xylene

0 1117 976 1283 987
3277

0.5 1054.5 954.5 1257 985
2916

1 967 610 1108 883
2864

2 839 516 853 742
2531

3 765 470 541 627
2370

6 381 287 355 368
1445

9 366 198 305 297
1133

12 297 166 280 247
1105

15 283 161 261 222
946

20 217 152 194 161
830

25 199 116 94 150
401

30 86 55 82 66
266

% de dégradation 92% 94% 93% 93%
91%
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D’apreés les valeurs présentées dans le tableau 4, nous constatons qu’a partir du 20

jour la dégradation deveint de plus importante
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Figure 6 : Suivi de la dégradation du BTEX (initialement entre 976 et 3277ppm) par les laccases

La figure 6 démontre la dégradation des différents composés durant une période de 30
jours avec une concentration de laccase de 0.5 U/ml, nous constations que la

dégradation commence & devenir importante a partir de la 20°™ journée.
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Tableau 5 : Dégradation de Btex a une concentration entre 805 et 3919 ppm

Temps (jours) Composés (ppm)

Benzéne|Toluéne [Ethylbenzéne| m-pxyléne [o-xyléne

0 3919| 1232 805 1314 1083

0.5 3354| 1205 734 1090| 1074

1 3212| 1023 613 1074 863

2 3159| 1020 580 1072 848

3 2687| 833 472 865 640

6 2004| 532 270 472 439

9 1754| 433 228 427 349

12 1582| 389 226 391 293

15 1326| 341 101 347 251

20 1161 332 163 289 246

25 1006| 284 141 239 212

30 794| 206 114 190 165

%dedeégradation | 7900 |g396  |85% 85% 84%
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D’apreés les valeurs présentées dans le tableau 6, nous constatons qu’a partir du 20"

jour la dégradation deveint de plus importante

—=— Benzene
3600 —e— Toluéne
3300 —a— Ethylbenzéne
— 3000 —v— M.p xyléne
—<— o-xyléne

Concentration

1 T T T T T T T
0 S 10 15 20 25 30

Temps (jours)

Figure 7 : Suivi de la dégradation du BTEX (initialement entre 805 et 3919 ppm) par les laccases

Pour conclure, le tableau ci-dessous présente les pourcentages de dégradation de
chaque composé durant leurs décompositions avec la méme concentration d’enzyme

qui est de 0.5 U/ml et & une température ambiante, cette température a été fixée en se
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basant sur des travaux préalables dans notre équipe de recherche qui ont démontré

gu’'a cette température,

laccase (Naghdi, M., et al., 2017).

Tableau 6 : Pourcentages de dégradations de chacun décomposés BTEX

il y a une meilleure stabilité de l'activité enzymatique de la

Concentration Pourcentage de dégradation des BTEX
initiale de
BTEX m-p-
Benzeéene Toluéne | Ethylbenzéne xyléne o-xyléne
522-1530 ppm 69% 80% 87% 85% 84%
976-3277 ppm 91% 92% 94% 93% 93%
805-3919 ppm 79% 83% 85% 85% 84%

5.3 Dégradation des BTEX avec les laccases immobilisées de sur du
microbiocharbon traités a I’acide :

5.3.1 Caractérisation et fonctionalisation du microbiocharbon :

La figure 8 montre les spectres FTIR du microbiocharbon traité par la combinaison
d’acide de H,SO,4 / HNOj3. Le spectre infrarouge mesure la quantité de rayonnement
absorbée par les atomes a différentes fréequences. Lorsqu'un composé est expose a un
rayonnement infrarouge, la différence de charge entre les atomes de carbone provoque
la formation d'un dipble électrique qui génere des signaux détectables (Osorio et al.,
2008). Le microbiocharbon sans traitement acide a montré des signaux infrarouges
faibles en raison de la faible différence de charge entre ses atomes de carbone, ce qui

a entrainé un dipble électrique trés faible.
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Figure 8 : spectre de FT-IR du microbicharbon traité avec H,SO4#/HNO;

Comme observé sur la figure 8, la large bande a environ 3 400 cm-1 dans les deux
spectres est un pic caractéristique d’étirement O \\ H qui peut étre attribué aux groupes
carboxyliqgues ou alcooliques (O-C \ OH et C \ OH) (Atieh, 2011) Le pic fort aux
alentours de 1280 cm-1 qui correspond I'étirement C \\ O des acides carboxyliques,
confirme la formation de groupes carboxyliques a la suite d'une oxydation de surface
(Osorio et al., 2008)

De plus, deux bandes observées a 1330-1380 cm-1 et a 1520-1550 cm-1 peuvent étre
attribuées au groupe C \\ NO, qui a été formé en tant que résultat de la nitration des

noyaux aromatiques (Olah et al., 1962)

5.3.2 Dégradation des BTEX avec de la laccase immobilisée sur du
microbiocharbon traité avec de I'acide :

Le tableau 7 ci-dessous nous montre la dégradation des BTEX avec des laccases

immobilisées sur du microbiocharbon activé a l'acide pendant une période de 20

jours, une concentration initiale de laccases et une concentration de BTEX entre 331

et 3994 ppm ont était utilisés tout au long de cette expérience.
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Tableau 7: Dégradation de BTEX d’une concentration initiale entre331 et 3994 ppm avec
I'application de laccase immobilisé sur du biocharbon activé par une combinaison
de H2804/HNO3

Temps Composés (ppm)
Benzéne | Toluéne |Ethylbenzéne )rg/-I%—ne )?;/Iéne

0 jour 3994 948 331 603 503
2 jours 3271 766 303 584 426
4 jours 2503 335 264 471 404
5jours 1665 321 215 434 322
6 jours 794 218 205 357 265
7 jours 579 215 173 243 192
8 jours 529 208 130 219 180
9 jours 488 174 112 201 142
10 jours 411 164 107 192 129
11 jours 392 156 103 175 126
12 jours 125 125 98 161 113
13 jours 95 83 92 156 103
15 jours 93 78 89 152 102
17 jours 20 62 88| 148 97
18 jours 30 58 69 107 55
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19 jours 29 27 50 91 38

20jours 25 38 61 36

26

% de dégradation 99% [97% 88% 89% 92%

D’aprés le tableau 7 et la figure 9, on peut visualiser un pourcentage de dégradation

tres important pour les différents composeés,

Pour le Benzéne, on peut voir qu’a partir du 6e jour, on observe le début d’'une
dégradation significative, qui s’accentue vers la fin (20 jours), le pourcentage final de

dégradation observeé est ainsi autour de 99%

Pour le Toluéne , la dégradation a été significativement observée a partir du 12°
jour, et finalement presque total vers le 20° jour avec un pourcentage de
dégradation de 97%

Pour I'o-xyléne, on constate que la dégradation commence a devenir importante a
partir du 15° jour et devient presque totale au 20° jour avec un pourcentage de
dégradation de 92%

Pour finir, par rapport a I'éthylbenzéne et le p-xylene, leurs pourcentages
dégradation est relativement plus faibles que le cas des composés précéedents, toute

fois les valeurs dépassent les 85%.
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Figure 9 : Dégradation des BTEX dans les eaux de lavages avec une concentration initiale entre
331 et 3994 ppm a l'aide des laccases immobilisées sur du microbiocharbon activé

La figure 9 nous démontre la dégradation des BTEX dans les eaux de lavages pendant
une durée de 20 jours, la courbe de benzéne est nécessaire a ce graphe puisqu’elle
permet de mieux visualiser les différentes courbes et ne pas avoir un certain

encombrement durant la dégradation

34



VI. CONCLUSION

La présente étude nous a permis d’évaluer et de comparer le potentiel des laccases
libres et immobilisées (sur du microbiocharbon activé par traitement acide) a dégrader
les composés de BTEX. Nous avons observé que les laccases peuvent étre produites
en utilisant le marc de pomme comme substrat, ce qui a permis d’atteindre des

concentrations en laccase qui dépassent les 35U/g dans la 8° journée de fermentation.

Nous avons utilisé la laccase libre produite par une fermentation a I'état solide qui a été
préalablement immobilisé sur du microbiocharbon activé avec une concentration itiniale

de laccase et une différente concentration de BTEX.

La présente étude nous a permis d’atteindre un pourcentage tres significatif de
dégradation des BTEX qui a atteint les 99% pour les laccases immobilisées et 91%

pour les laccases libres, pendant une durée entre 20 et 30 jours respectivement.

Cette méthode biotechnologique nous a démontré plusieurs avantages
environnementaux contrairement aux méthodes conventionnelles, puisqu’elle a une
meilleure éco-efficience ce qui veut dire qu’elle consomme moins d’énergie puisque le
processus est moins long, mais aussi elle réutilise les déchets industriels comme

matiére premiere de production des laccases

Il serait recommandé dans les études a venir de planifier des essais a grande échelle

pour évaluer I'efficacité de dégradation avec des expériences in situ.
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