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Résumé

Un groupe d’espéces fongiques a été examiné pour sa capacité a décomposer le
plastique, et il s'est avéré que la plupart des champignons isolés des débris de plastique par un
lac en Suisse sont incapables de decomposer le plastique sur lequel ils ont poussé, car aucun
des champignons n'a pu le faire décomposer le polyéthyléne, et quelques-uns des
champignons avaient la capacité isolée d'hydrolyser le polyuréthane.

L'étude d'autres champignons isolés de substrats autres que le plastique a également
montré qu'ils étaient généralement incapables de dégrader le polyéthyléne, seules deux
especes de champignons du marbre, Agaricus bisporus et Marasmius oreades étaient capables
de degrader le pu.

Dans une autre étude de la décomposition du PE, commencent par la microscopie
électronique a balayage (MEB) jusqu'a la technique de test d'évolution du dioxyde de carbone,
les souches fongiques Aspergillus niger et Aspergillus japonicus ont été isolées de morceaux
de plastique enfouis dans le sol, capables non seulement d'adhérer a la surface du PE film
mais aussi utilisé comme source de carbone et d'énergie.

Il a été constaté qu'il y avait une différence dans la quantité de dioxyde de carbone
produite dans les tests et les bouteilles témoins, ce qui indique une plus grande dégradation du

polymere par rapport au témoin.

Mots clés : Biodégradation, Champignons aquatiques, Plastique, Polyuréthan, Agaricus,

Marasmius oreades bisporus Aspergillus, Test de Sturm.
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Abstract

A group of fungal species have been examined for their ability to break down plastic,
and it turned out that most fungi isolated from plastic debris by a lake in Switzerland are
unable to break down the plastic they grew on, because none of the fungi could cause it to
break down polyethylene, and some of the fungi had the isolated ability to hydrolyze

polyurethane.

The study of other fungi isolated from substrates other than plastic also showed that
they were generally unable to degrade polyethylene, only two species of marble fungi,

Agaricus bisporus and Marasmius oreades were able to degrade pu.

In another study of the decomposition of PE, starting with scanning electron microscopy
(SEM) through to the carbon dioxide evolution test technique, the fungal strains Aspergillus
niger and Aspergillus japonicus were isolated from pieces of plastic buried in the ground, able

not only to adhere to the surface of the PE film but also used as a carbon and energy source.

It was found that there was a difference in the amount of carbon dioxide produced in the
tests and control bottles, indicating greater degradation of the polymer compared to the

control.

Keywords : Biodegradation, Aquatic fungi, Plastic, Polyurethan, Agaricus, Marasmius

oreades bisporus Aspergillus, Sturm test.
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Introduction Générale

Les champignons sont nombreux, tres diversifiés et omniprésents parmi tous les
écosystemes de la planete, y compris les milieux aquatiques. En tant que décomposeurs,
agents pathogénes et symbiotes mutualistes avec les plantes et les animaux.

IIs jouent également un rdle clé dans les processus écosystémiques, notamment le cycle
des nutriments, les bioconversions et les flux de matiére et d'énergie. Ils répartissent dans le
monde entier, mais différentes especes ont des distributions géographiques distinctes qui
dépendent des hotes et du climat (Okon et al., 2020).

L'écosystéeme aquatiqgue comprend des groupes fongiques tres divers qui vivent en
parasitisme ou en Saprobionte. Cependant, ils restent souvent négligés en tant qu'habitat
fongique. En plus, les champignons puissent jouer un role important dans 1’autoépuration et la

bio-dépollution du milieu aquatique de divers déchets organiques et inorganiques.

Les plastiques sont devenus des objets d’usage courant qui jouent un réle primordial
dans tous les domaines de la vie. Mais, ils sont maintenant reconnus comme une source de
pollution pour I’environnement. Alors, la population mondiale continue de croitre, donc, la
quantité de déchets plastiques que les gens produisent augmente également. Le plastique est
composé de polluants toxiques majeurs ce qui permet un potentiel d'avoir un impact négatif
sur I'environnement naturel et de créer de graves probléemes pour les plantes, la faune et méme
la population. Les déchets en plastiques sont maintenant si omniprésents dans I'environnement
naturel que les scientifiques ont méme suggéré qu'ils pourraient servir d'indicateur géologique
de I'ére anthropocene (UNEP, 2020).

La pollution de plastique est devenue l'un des problemes environnementaux les plus
urgents, car les déchets en plastiqgues peuvent dépasser la capacité du monde a s'en
débarrasser, surtout dans les pays sous-développés. La pollution de plastique est aussi
évidente en Algérie, un cas partagé par d'autres pays, et en particulier, les systemes d'eau

douce sont considérés comme les plus touchés par cette catastrophe.

L'eau est devenue une denrée de moins en moins accessible dans plusieurs régions du
monde et les réserves en eau continuent de baisser depuis les 50 dernieres années (Remini,
2005).
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En Algérie, la problématique de I'eau douce sera sans doute une préoccupation majeure
durant ce siécle. Quel que soit souterraine ou superficielle, I'eau subit depuis une trentaine
d'année une dégradation sensible et tend a se raréfier dans I'ensemble du pays (El watan,
2020).

Ces dernieres années, le phénomeéne de pollution plastique qui a touché I'ensemble du
territoire de notre pays risque d'exacerber le probleme de I'eau, ce qui montre a quel point il
est important d'y préter la plus grande attention. C’est pourquoi il est primordial de trouver un

moyen pour protéger notre environnement.

Actuellement, il existe diverses méthodes physiques et chimiques disponibles pour
I'élimination et la dégradation de divers polluants plastiques, parmi toutes les méthodes
utilisées nous nous sommes intéresses a la bioremédiation car elle est la méthode la plus
économique et la plus respectueuse de I'environnement. Par conséquent, la mycoremediation
peut étre une stratégie efficace pour s'attaquer au probléme toujours croissant de la pollution

des sols ou de I'eau en raison de ses multiples avantages.

La problématique fondatrice de cette recherche consiste a remettre en question comment
les champignons interviennent-ils dans la biodégradation du plastiques ? Apres d’essayer de

questionner cette étude par le biais des questionnements suivants :

Toutes les especes fongiques sont-ils capable de décomposer tous les types de

pastiques ? Et comment ca se fait ?

En essayant de contribuer a I’étude du probléme de pollution de plastique qui affecte les
eaux douces afin d’atteindre notre objectif : la recherche des souches fongiques capables de
dégrader différents types de déchets plastiques dans les eaux douces, d'étudier la
décomposition fongique de ces polymeres, et de suivre leurs propriétés physiques et
chimiques afin de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu lors du processus de

décomposition.

Ce manuscrit fera appel a deux parties principales, en premier lieu, & une synthese
bibliographique dans laquelle le premier chapitre exposera et décrira des généralités sur les
champignons. Le second chapitre sera consacré le plastique et son réle dans la pollution et le

troisiéme chapitre nous allons inventorier I’eau douce est la mycoflore de cet habitat.
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Par la suite a une étude expérimentale consacrée a analyser deux articles sur la

biodégradation de débris de plastiques isolées de déferes guildes écologiques.

A partir de l'interprétation des résultats expérimentaux, nous terminerons notre travail

par une conclusion générale.
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Chapitre 1

Les champignons



[CHAPITRE 1] Les champignons

I. Généralités :
I.1. Définition des champignons:
Les champignons, mycétes, ou fungi, sont des organismes nucléés Eucaryotes,
constituent I'un des cing régnes de la vie (Heitman, et al., 2017). Bien qu'elles aient
longtemps été classées comme plantes ou algues, elles different du regne végetal a bien des

égards, notamment en I'absence de chloroplastes (Romagnesi, 1970).

Selon la classification menée par le botaniste robert H. Whittaker en (1969), les
champignons ne sont plus placés ni parmi les vegétaux ni parmi les animaux. lls constituent
un régne autonome qu'on l'appelle le regne fongique du latin fungus (Tableau 1) (Deysson et
Delcourt, 1980).

IIs different entre eux en termes de taille, de forme, de couleur, d'habitat et de mode de
vie. Certains d'entre eux ne peuvent pas étre vus a I'eeil nus, certains peuvent &tre vus, comme
la moisissure, et certains sont relativement gros, comme les champignons supérieurs (Money,
2016).

Tableau 1: Classification du vivant selon Whittaker (1969). (Source : Maurice, 2017).
Cing régnes
Monera (monéres)
Protista (protistes)
Plantae (végétaux)
Fungi (Eumycetes)

Animalia (animaux)

1.2. Caractéristiques généraux :
Les champignons sont des eucaryotes unicellulaires comme le cas des levures, mais la
plus part sont des pluricellulaire comme les champignons filamenteux, caractérisent par la

présence d’un vrai noyau, et des organites cellulaires dépourvue de chloroplastes (Sharma,
2004).

Ce sont des organismes non photosynthétiques, alors considérées comme
hétérotrophes carbonées grace a leur capacité d'absorber et utiliser le carbone organique
comme une source de carbone (Dighton, 2003).




[CHAPITRE I] Les champignons

La grande majorité des champignons appartient aux groupes des thallophytes puisque
leur appareil végétatif est sous forme de thalle depourvus de tige, de feuilles et de racines
(Romagnesi, 1970).

Il. Morphologie des champignons:
Le thalle des champignons est composé d'un ensemble de filaments appelés hyphes,
ces filaments ont généralement une croissance apicale et une ramification latérale et

I’ensemble des hyphes formant le mycélium (Deysson et Delcourt, 1980).

La plupart des champignons existent sous des formes filamenteuses, caractérisées par
des structures tubulaires, ramifiées et multi-nucléées. Le diamétre des hyphes varie de 3-4 um
a plus de 10 um selon les conditions environnementales, leur position dans la colonie et
notamment selon d'une espéce a l'autre. On distingue deux formes principales de thalle
(Nesraoui, 2015).

I1.1. Thalle unicellulaire :

Le thalle fongique se réduit a un état unicellulaire comme chez plusieurs Ascomycetes,
Basidiomycota, Zygomycota et Deutéromycota, qui présente sous forme d’une cellule simple
individualisé de forme ronde ou ovalaire prenant un aspect classique de levure ou des
cellules levuriformes (Fig.1). Ces levures se reproduisent par une simple division ou par
bourgeonnement (McPherson et Pincus, 2011).

On distingue les levures ascomycétes comme Taphrina ou levures vraies comme

Saccharomycetes, et les levures imparfaites comme Candida (Kurtzman, et al., 2011).

Figure 1: Aspect de levure Saccharomyces cerevisiae au microscope (Source : Ehrenberg,
2019).
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11.2. Thalle multicellulaire :
Le thalle se forme d'un systeme de filaments plus ou moins ramifiés, il existe deux

types de filaments (Maheshwari, 2011) :

11.2.1. Filaments cloisonnés (septé) :

Les cellules sont cloisonnées et compartimentées entre elles par des cloisons nommé
septa, chaque compartiment est une cellule a un ou plusieurs noyaux (Fig.2). Les cloisons
sont de méme composition chimique que la paroi, apparaissent quelques heures apres la
formation des hyphes, elles sont pourvues d’un ou plusieurs pores appelés synapses ou
orifices de communication, assurant 1’alimentation et 1’échange cytoplasmique entre les
compartiments (Gow et Gadd, 1995).

Et par conséquence on distingue les Septomycetes : Ascomycetes et Basidiomycetes.
(Sinha, 2007).

11.2.2. Filaments siphonné (Cénocytique) :
Le filament cénocytique est plurinucléé formé d’un amas cytoplasmique allongé avec
plusieurs noyaux, qui coule librement a travers le filament a structure tubulaire, dépourvu de

cloisons transversales (Fig.2) (Sinha, 2007).

Les cloisons intercellulaires ou les septums sont rares, mais pas absents. Elles
interferent généralement avec la séparation du mycélium juvénile des parties vieille ou
dégénérée, et peuvent également empécher les fuites cytoplasmiques en cas de blessure. On
distingue les Siphomycetes : Chytridiomycetes, Oomycétes et Zygomycetes. (Gow et Gadd,
1995).
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Siphan
/v légerement septé

Figure 2: Variabilité du cloisonnement des hyphes (Segarra et al., 2015).
I11.Organisation cytologiques (Fig.03) :
I11.1. Cytoplasme :
Les cellules fongiques possédent un systeme endomembranaire comme I'appareil de
Golgi, le RE, les mitochondries, etc. remplissent les mémes fonctions que les organites de

toute cellule eucaryote (Berg et Maruthachalam, 2016).

Les noyaux fongiques sont d’habitude petits (2-3 um de diameétre), la taille de
génome des mycetes est notamment inferieure a celui des plantes et des animaux et
supérieure a celui des bacteéries, Selon les especes, il peut exister des centrioles (Bouchet,
et al., 2005).

I11.2. La membrane plasmidique :

Les champignons ont une membrane plasmique (ou plasmalemme) similaire a celle
des autres eucaryotes, consistant en une bicouche de phospholipides et des protéines.
Cependant, I'ergostérol est la principale forme de stérol présente dans les membranes
cellulaires fongiques qui y remplace le cholestérol chez les animaux, et phytostérols chez
les végétaux (Nesraoui, 2015).
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111.3. La paroi :

Leurs parois contiennent essentiellement de 1’hémicelluloses, polyosides aminés,
cellulose polycondensat linéaire de béta-d-1-4-glucose, et d’un polyoside aminé de
chitosane et de la chitine qui est une cellulose présentant un groupement de N-

Acétylamine (Roncero, et al., 2016).

La paroi peut également avoir plusieurs roles physiologiques tels que la protection du
corps fongique contre la lyse osmotique et agit comme un tamis moléculaire régulant le
passage des grosses molécules a travers les pores. Quand la paroi est pigmentée, le plus
souvent avec des mélanines, elle peut protéger les cellules contre la radiation ultraviolette

ou les enzymes lytiques des autres organismes (Berg et Maruthachalam, 2016).

I11.4. Les vacuoles :

Elles sont souvent abondantes dans les cellules fongiques, elles sont entourées d'une
seule unité membranaire. Dans le mycélium, les vacuoles en croissance active sont
généralement petites, Cependant, les parties les plus vieilles des hyphes peuvent contenir
de grandes vacuoles qui remplissent presque la totalit¢ des cellules hyphales

(Narayanasamy, 2013).

I11.5. Inclusions de lipidique:

Parmi les substances de réserves, les champignons accumulent les lipides comme
réserve de carbone, sont rencontrés plus fréquemment dans les spores et les hyphes mres.
Le polysaccharide glycogene, qui se forment principalement dans les parties les plus agées
des hyphes et dans les cellules reproductives sont une autre source de carbone tres courante

chez les champignons. (Pérez et Ribas, 2012).
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Extrémité
en croissance
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Figure 3: Coupe longitudinal d’un hyphe montrant 1’organisation cytologique de la cellule
fungique (source : ennemis-agri).

IV. La croissance des champignons:
IV.1. Les Facteurs nutritive et environnementaux:

Les champignons sont des organismes absorbotrophe, ils vont se nourrir par absorption
des substances organiques et minérales simple de leur environnement par diffusion (Bouchet,
et al., 2005). Grace a leurs enzymes lytiques, ils attaquent et digérent les divers composés
organiques complexes en les réduisant en petite molécule soluble a I'extérieur de leurs cellules
(Gadd, 2007).

Bien que la demande de champignons filamenteux soit relativement faible, leur
croissance nécessite de nombreux nutriments dont les plus importants sont le carbone et
l'azote, et une tres petite quantité d'ions minéraux essentiels pour stimuler et guider leur
croissance (Gadd, 2001).
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Ainsi les facteurs environnementaux, tels que l'aération, le pH, la disponibilité de I'eau
et la température jouent un réle essentiels dans la survie et la multiplication des champignons
(Durrieu, 1993).

IV.2. Mécanismes de croissance de I’hyphe :
La croissance des mycetes dépend des conditions environnementales et I’exploitation du

substrat nutritive. (Nasraoui, 2015).

La croissance et la nutrition se produiront en méme temps, la croissance peut étre
obtenue en étendant la paroi jusqu'a lI'apex par un apport continu de chitine. Elle est assurée
par des hyphes dont leur extension est limitée a I'apex. Le matériel cellulaire synthétisé dans
la zone subapical est transporté a 1’apex en croissance et le mouvement est activé par la
formation des vacuoles dans les zones distales des filaments. Dans le méme temps des
enzymes hydrolytiques seront également libérée dans I'environnement externe (Larpent, et
al., 1971).

V. La reproduction chez les champignons :
Comme tous les thallophytes, la reproduction des champignons s’effectue selon deux

modes, elle peut étre sexuée ou asexuée :

= Mode asexuée : s’accomplir sans 1’intervention des organes sexuels.
= Mode sexuee : s’accomplir ’engagement des organes sexuels.
V.1. Reproduction asexue :
Il existe plusieurs formes de reproduction asexuée, on distingue trois formes

principales :

V.1.1. Multiplication végétative :

Par fragmentation du thalle, C'est la plus simple méthode asexuée. Dans
lequel un petit fragment va séparer de fragment parent et devient un nouvel
individu. Plus clairement, des morceaux de I'hyphe se détachent en formant des

nouveaux mycéliums. (Nasraoui, 2015).

V.1.2. Bourgeonnement:
La reproduction se fait par bourgeonnement. Une copie du noyau se forme et

un petit bourgeon commence a se former sur la paroi cellulaire. Le bourgeon

13
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contenant le nouveau noyau continuera de croitre et de former une nouvelle

cellule indépendante (Jean, 2012).

V.1.3. Les spores :

Produites sexuellement ou asexuellement, et propagées par le vent. Les spores
sont produites dans un compartiment hyphal spécial selon les groupes (Fig.4)
(Bouchet et al., 2005).

Les spores reproduites de maniére asexuée peuvent étre endogénes ou exogenes :
= Spores endogénes (endospores) : ils sont produits dans des sacs fermés (sporanges)
et sont portées par des filaments spéciaux (tubes de spores). Ces spores peuvent étre
observées chez les Mucorales, et sont libérées en déchirant la paroi des sporanges
matures (Dijksterhuis et Samson, 2007).
= Spores exogenes (conidies) : Trouvés par exemples dans les Ascomyceétes,
Basidiomycete, etc., sont formés par le bourgeonnement de cellules spéciales appelées
conidiophores. Les spores se detachent a maturité, ils varient considérablement en
forme, couleur et taille, les grands étant appelés macroconidies, les petits, les
microconidies (Jung, et al., 2014).
L’examen des spores et de leur organisation est une ¢&tape importante dans

I'identification fongique (Jung, et al., 2014).
V.2. Reproduction sexuee :

La reproduction sexuée chez les champignons est caractérisée par une grande variété de
mécanismes et de facteurs de contrble. La caractéristique sous-jacente, typique de tous les
organismes se reproduisant sexuellement, est un événement de fusion impliquant deux noyaux
compatibles. Cependant, les champignons sont principalement haploides et la division
méiotique se produit aprés la fusion nucléaire. A cet égard, les champignons différent de la
plupart des autres eucaryotes. Le rapprochement des noyaux compatibles est réalisé de
diverses maniéres, allant de la fusion exogéne de gametes, a travers des mécanismes qui
impliquent la production d'organes sexuels distincts, a la situation dans de nombreux
champignons ou les gameétes et les structures sexuelles ne sont pas produits mais ou
«L'accouplement» implique la fusion ou l'anastomose de cellules somatiques ou végétatives
(Peberdy, 1980).
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Ce type de reproduction conduit a une incidence élevée de recombinaison génétique et
la formation de nouveaux génotypes, ce qui rend le champignon facile a adapter a une variété

de conditions environnementales (Nieuwenhuis et James, 2016).
Le processus de la reproduction sexuée comprend trois étapes différentes :

= D’abord, la Plasmogamie qui est la combinaison de deux protoplastes qui
rapprochent les noyaux d'une méme cellule,

= Ensuite en deuxieme phase, la Caryogamie qui est la combinaison de deux
noyaux réunis par la coordination nucléaire, se termine finalement dans la phase
méiotique.

= Aprés une méiose, des spores (ascospores, basidiospore, zygospores) se forment
dont le processus de sporulation varie entre les différents types de champignons
(Fig.4) (Nasraoui, 2015).
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Figure 4: Le cycle de vie chez le Mucor (Source : Roland et Vian, 1985).

16



[CHAPITRE 1] Les champignons

V1. Mode de vie:
Les champignons vivent en relation avec d'autres organismes animaux ou végétaux. On

distingue trois modes de vie:

VI.1. Saprophyte ou néctrophe :
La quasi-totalité des champignons sont saprophytes, Ils se nourrissent de matiere
organique en décomposition dans le milieu extérieur comme les feuilles mortes, débris

végetaux ou animaux et les excréments. Exemple: Agaricus, Pleurotus (Bouchet, al., 2005).

VI1.2. Parasite ou biotrophe :
Leurs nutriments proviennent de la matiere organique d'un étre vivant soit végétal,
animal ou un autre champignon, certains causent diverse maladies. Les mycoses chez les

animaux ou les humains et les maladies cryptogamiques chez les veégétaux (Dighton, 2003).

VI1.3. Symbiotique :
De nombreuses espéces vivent en symbiose ou en mutualisme avec d'autre étre vivants,
ils fournissent leurs nutriments grace a un autre organisme et chacun des deux organismes tire
profit de cette association. On distingue : les Lichens (l'association des champignons avec les

algues et les Mycorhize (les champignons s'associent avec des plantes) (Bouchet, al., 2005).

VII. Principales division du régne fongique :

VI1.1. Terminologie de division selon (Bouchet et al., 2005) :

- Embranchement mycota

- Sous-embranchement mycotina

- Classe mycetes

- Sous-classe mycétidées
- Ordre ales

- Famille acees.

On estime que le régne fongique comprend entre 2,2 et 3,8 millions d'espéces, dont
seulement 7% environ sont nommées et classées. De nouvelles techniques biochimiques,
physiologiques et moléculaires ont été utilisées pour améliorer la systématique des taxons

fongiques et les estimations de leur diversité (Wedaralalage et al., 2020).

Les champignons ont été classés dans le passé en 5 classes ou phylum

principales, selon 1’ancienne classification d'Ainsworth, les groupes ou taxons sont établis sur
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la base de simples criteres morphologiques et phénotypiques (Kandawatte, et al., 2020). Qui

sont :

e Chytridiomycota (Chytrids),

e Zygomycota (champignons conjugués),

e Ascomycota (champignons sac),

e Basidiomycota

e Deuteromycota

De nos jours, les classifications dites phylogénétiques sont de plus en plus utilisées, qui

classent les organismes dans une classe basée sur I'nomologie de I'ADN (génotype) (Hibbet
et al., 2007), le premier regne des mycétes comprenait de nombreux organismes, qui ont
ensuite été remplacées dans d'autres régnes: Les oomycetes sont maintenant classés comme

Algue Straménopiles. (McLaughlin et Spatafora, 2015).

Autrefois le régne fongique était subdivisé en deux Embranchements : Myxomycota et
Eumycota dont I'embranchement des Eumycota ou les vrais champignons comprenait la

plupart des especes de champignons (Fig.5) (Dube, 2013).

VI1.2. Les Zygomycetes :

La classe des zygomycetes renferme un grand nombre d'espéces étant les premiers
colonisateurs du substrat en décomposition, ce sont des espéces a thalle siphonné, leurs
cellules est non cloisonné avec de nombreux noyau coexistent dans un méme siphon, cette
classe de champignons tire son nom de la reproduction sexuée qui conduit a la formation de

spores spécifiques non flagellées appelées zygospores (Dube, 2013).
Exemple : Muco, Rhizomucor, Cunninghamellar.

VI1.3. Les Ascomycéte :
C’est la plus importante dans le regne des champignons vrais. Sont des especes a thalle
cloisonné, et donc sont des septomyceétes, il tire son nom d'une spore sexuées spécialisées
appelées ascospores qui sont produit a I'intérieur de la cellule fertile dans un sac distinct

appelé asque et sont donc appelées ascomycetes (Hamilton, 2006).
Exemples: Saccharomyces, Dipodascus

VI1.4. Les Basidiomycétes:
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Ils sont connus communément par le nom de Champignons a chapeau et reforment la
plupart des macromycétes. Sont des espéces a thalle cloisonné, le nom de basidiomycéte
provient de leur organe reproducteur nommeé baside, qui est impliquée dans la reproduction
sexuée. Les spores (basidiospores) sont produites a I'extérieur de la cellule fertile (Mueller, et
al., 2004).

Exemple: Filobasidiella, Bolets, Rouilles.

VIL.5. Les Chytridiomycetes :

Ce sont des champignons filamenteux non cloisonnées, flagellés, certains sont
unicellulaire et se distingue par des zoospores mobiles. Les espéces sont de taille
microscopique et la plupart se trouvent dans les sols d'eau douce ou humides. La plupart sont
des parasites d'algues et d'animaux ou vivent de débris organiques (sous forme de saprobes).
Quelques especes de l'ordre des chytridiales provoquent des maladies des plantes, et des

animaux amphibiens (Jones, et al., 2015).
Exemple : Allomyces, Rhizophydium.

VI1.6. Les deutéromycetes :

Dit aussi les champignons imparfait, ce groupe considéré comme une classe artificielle de
champignon, ces champignons sont des saprophytes ainsi que des parasites qui cause des
maladies graves aux plantes, aux animaux, y compris des étres humains .certains d'entre eux
sont unicellulaire tandis que d'autre sont multicellulaire et leur mycélium généralement est
cloisonné. La reproduction de deutéromycétes est strictement asexuée, qui se produit

principalement par la production de conidiospores asexuées (Ravichandra, 2013).

Exemple : Penicillium, Geotrichum Cladosporium.
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Figure 5: Présentation de la classification générale des champignons.
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I. Leplastique :

1.1. Définition du plastique :

Le plastique est une matiere a base d’un polymere de poids moléculaire éleve,
synthétique ou semi synthétiques, ou modelée, généralement a chaleur et sous pression, afin
de produire un objets solides de formes variées (Vert et al., 2012). Elles sont produites
principalement par polymérisation d'un hydrocarbure, a partir de substance extraites du
pétrole, du gaz naturel, du carbone, ou d’autres matiéres minérales comme silicium pour
certains polymeres, ou par transformation de substance naturelle telle que la cellulose,
I’amidon, etc. (Farhi et al., 2006).

L'histoire de l'invention du plastique remonte aux années soixante du XIXe siécle,
lorsque le chimiste Parkes a inventé le premier matériau plastique appelé Parkeseine (Streit-
Bianchiet et al., 2020).

Dés plastiques synthétiques aux plastiques naturels (bioplastique), l'industrie du
plastique a connu une série de développements et d'inventions continus avec la contribution
de nombreux chimistes et chercheurs du monde entier (Fig. 6). En raison de l'augmentation de
la consommation et de la demande quotidienne, I'industrie des plastiques est a la pointe de
I'industrie mondiale (Oktavilia, 2020).

Les bioplastiques sont fabriqués a partir de sources de biomasse renouvelables telles que
la canne a sucre et le mais, ou a partir de microbes tels que la levure. Certains bioplastiques
sont biodégradables par les micro-organismes ou méme compostables, dans les bonnes
conditions (Damien, 2006). Les bioplastiques issus de ressources renouvelables peuvent étre
recyclés naturellement par des procédés biologiques, limitant ainsi I'utilisation de
combustibles fossiles et protégeant I'environnement. Aujourd'hui, les bioplastiques sont
devenus une nécessité dans de nombreuses applications industrielles telles que I'emballage
alimentaire, l'agriculture et I'horticulture, les sacs de compostage, I'hygiéne, les produits
biomédicaux, et autres produits de consommation (Ashter, 2016).
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1953: I'Allemagne et
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développent
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polycarbonate
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forme du

Figure 6: L'histoire de I'invention du plastique (Streit-Bianchi et al., 2020; McCool, 2020).

1.2. Les types de plastique :

Les plastiques sont nombreux et variés, ils sont répartis en fonction de leur mode de
fabrication et de leurs durabilités. Il existe 7 grandes catégories de types de plastiques
(Matthieu, 2020) (Tableau 2).
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Tableau 2: Les principaux types de plastiques (Andrady, 2011 ; Asuquo, 2018 ; Matthieu,
2020).

Type de plastique | Abréviation | Exemple Symbole

Le Polyéthylene PET Bouteilles d’eau, A

Téréphtalate boisons. etc., 1
emballages L A
alimentaires et PET
cosmétiques

Le Polyéthylene Haute | HDPE Les bouteilles de A

Densité produits ménagers, 2
détergents, produits L 4)
cosmétigues, etc. PEHD

Le Polychlorure de PVC Emballages du A

Vinyle fromage et la viande. 3
Fabrication des Z ¢ >
jouets, meubles et PVC
articles ménagers.

Le Polyéthylene Basse | LDPE Certains sacs et

Densité emballages 4 4’
plastiques. L.)

LDPE

Le Polypropylene PP Emballages Pal
médicaux et pieces 5
de voitures. L 4)

PP

Le Polystyréene PS Le mobilier, les I\
jouets, emballages 6
alimentaires, produits Lpgb
jetables, etc.

Autres (polycarbonate, | OTHER D’autres plastiques

acétate de cellulose,
etc.)

non cités comme
CDs, DVDs, filtre de
cigarettes, etc.

7\
7D

OTHER
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1. La pollution par le plastique :

Le plastique apporte de nombreux avantages pour la société, et offre un avenir
technologique et médical avancé. Mais le probleme principal du plastique est souvent celui de
son usage unique (plastique jetable), et il peut mettre jusqu’a plusieurs centaines d’années
pour se décomposer (Fig.8). Les activités anthropiques sont responsables d'un déclin majeur
de la biodiversité et une forme particuliére d'impact humain et constitue une menace majeure
pour le milieu naturel et en particuliére pour les milieux marins et les eaux douces (Shah,
2020).

La pollution plastique due a la fabrication extensive de plastique avec environ 400
millions de tonnes produites chaque année, ou les emballages représentent plus du tiers de
tous les plastiques produits, ce qui a conduit a I’¢limination inappropriée du plastique (Atlas
de plastique, 2020) (Fig.7). L'absence de réglementation sur I'élimination du plastique et
I'absence de mesures de recyclage ont créé des ravages pour I'écosystéeme, la faune et la
chaine alimentaire humain, en raison de leur composition chimique, ce qui les rend résistante

a de nombreux processus de décomposition naturel (Pietrelli et al., 2018).

industie et usage de pastique en 2016 en
Europe.

H embalages
H batiments et construction

i transports

39,90%

H électronique
E maison, loisirs et sports
M agriculture

19,70% W autres (ingenierie,meubles,
médical,...)

Figure 7: La production et 1'usage de plastique en Europe en 2016 (chiffres: plastique
Europe, 2018).

25



[CHAPITRE I1] Le plastique

I1.1. Le plastique dans les eaux douces :

Le plastique est un polluant prédominant dans les écosystemes d'eau douce du monde
entier (Azevedoet al., 2021). La pollution plastique est également devenu 1’un des plus gros
problémes environnementaux qui s'aggrave rapidement dans les habitats terrestres, mais plus

encore dans les habitats aquatiques tels que les habitats d'eau douce (Walther et al., 2020).

On estime qu'entre 4.8 et 12.7 millions de tonnes de plastique pénetrent dans les océans
chaque année a partir des rivieres (Lebreton et al., 2017), tandis que le reste est soit recyclé,

incinéré ou mis en décharge, soit entre dans d'autres écosystemes (Walther et al., 2020).

Les microplastiques et les macroplastiques sont les principales entités impliquées dans

la pollution des plans d'eau :

» Les macroplastiques : qui dont la taille plus de 5 mm de diamétre.

» Les microplastiques : sont moins de 5 mm qui pénétre dans I'environnement a la suite
soit de la libération directe de petites particules et sont appelés micro-plastique
primaire, soit formés a la suite des dégradations de macro plastique appelés micro
plastique secondaire (Cauwenberghe, et al., 2015).

Les polluants microplastiques qui se trouvent dans les mers et I'eau douce est de plus en
plus préoccupante pour I'environnement en raison de leur lente dégradabilité (Fig.8), de leur
ingestion biologique par les poissons et autres organismes vivants aquatiques, et agissant
comme vecteurs pour concentrer et transporter les polluants organiques synthétiques et

persistants (Jiang, 2018).

En plus des microplastiques, les additifs chimiques ajoutés aux plastiques pendant la
fabrication, qui peuvent s'infiltrer lors de I'ingestion, entreront dans les chaines alimentaires et

pourraient potentiellement causer de graves problémes de santé aux humains (Jiang, 2018).

26



[CHAPITRE I1] Le plastique

700

600
600

500

400

300

200

100

10

0

cigarette goblet canette couche/ diaper bouteille en Outils de péche
plastique aliminum plastique

i dégradation de plastique par an

Figure 8: La durée de dégradation du plastique dans les habitats aquatiques (source: BBC,
2017).

I1.2. Effet de pollution de plastique sur I’environnement :

La pollution plastique a les effets les plus néfastes sur la biodiversité marine et I'habitat.
Environ des dizaines de milliers d'espéces d'animaux aquatiques sont tués chaque année en
raison de l'augmentation de la pollution plastique. Des déchets de sacs en plastique dans le
milieu aquatique sont visibles dans le cadavre de ces animaux emportés par les océans sur la
cote (Muneer et al., 2021).

Le plastique pose non seulement un immense probléeme de pollution, mais il aggrave
également le changement climatique. Le rapport CIEL avertit que les émissions de gaz a effet
de serre du plastique compromettent notre capacité a maintenir la hausse de la température
mondiale en dessous de 1,5 ° C, si la production de plastique reste sur sa trajectoire actuelle,
d'ici 2030, les émissions de gaz a effet de serre du plastique pourraient atteindre 1,34 milliard
de tonnes par an, soit I'équivalent des émissions produites par 300 nouvelles centrales au
charbon de 500 MW (lIdowu et al., 2021).
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11.3. La valorisation des déchets de plastiques :

La valorisation des déchets de plastiques est I'ensemble des opérations dans le but de le
réutiliser a nouveau, mais la diversité du plastique et sa composition chimique rend le

recyclage et la régénération difficiles (Addou, 2009).

Par conséquent, des déchets non mélangés sont nécessaires. Lorsque les déchets
plastiques sont mélangés ou inégaux, il est difficile de les recycler. Les déchets plastiques
peuvent suivre trois filieres de valorisation. La valorisation matiére par recyclage mécanique

ou régeéneration, le recyclage chimique et la valorisation énergétique (Addou, 2009).

En Algérie, le recyclage du plastique est uniguement mécanique. Les recherches menées
dans certaines unités de production de matériaux et unités de valorisation et de recyclage des
déchets plastique montrent que le plastique ayant le taux de valorisation le plus élevé est le
polypropylene, car le polypropylene présente de bonnes propriétés (résistance aux chocs,

manipulation aisée, moulage, etc.). (IPM, 2006).

Dans ces unités de broyage et de recyclage des déchets plastiques ménagers, le
polypropylene (PP) est d'abord broyé puis extrudé pour obtenir des granulés faciles a
régénérer. 50% a 80% du matériau abrasif peuvent étre ajoutés a la matiere premiere pour
produire un nouveau matériau. Cette opération est bon pour I'environnement, le
comportement thermique du polypropyléne recyclé a été étudié par analyse
thermogravimétrique (TGA) et analyse d'enthalpie différentielle (DSC). (IPM, 2006).

11.4. La pollution par le plastique en Algérie :

Selon le ministere de I'Environnement, I'Algérie consomme environ 7 milliards de sacs
plastiques par an, et on estime que les déchets ménagers contiennent 17% de plastique, soit
130000 tonnes / an de la quantité annuelle produite au niveau national, et environ 60 a 80%
des déchets. Le plastique dans la nature, la mer et les vallées contribuent a I'exacerbation du
réchauffement climatique (APS, 2021).

Selon I'Union Internationale pour la Conservation de la Nature (UICN), I'Algérie
occupe la quatriéme place aprés I'Egypte, I'ltalie et la Turquie pour les déchets plastiques
déversés en Méditerranée avec une barre supérieure a 10 000 tonnes par an, un chiffre qui
pourrait doubler d’ici 2040, en pointant la mauvaise gestion des déchets. Mais la déclaration

de I'UICN ne classe pas I'Algérie parmi les points chauds (Elwatan, 2020).
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I11. La bioremédiation :
111.1. Définition :

La bioremédiation est un ensemble de techniques mettant en ceuvre des procédés de
biodépollution, utilisables pour réduire la toxicité, la mobilité ou le volume d'un contaminant
dans les sols, le sous-sol, les eaux et les effluents gazeux en utilisant des organismes vivants
(Azubuike et al., 2016).

Le processus consiste a isoler, identifier et caractériser des microorganismes capables
d’absorber et/ou dégrader une substance toxique, Ces microbes ciblent les déchets pour
obtenir la source de carbone, I’eau et d'autres besoins nutritionnels nécessaires pour la

continuation de la vie (Mohd et al., 2019).
111.2. Principe de la bioremédiation :

La bioremédiation implique l'utilisation d'organismes qui peuvent étre indigénes ou
bien isolés a partir d’autres endroits tels que des bactéries, des plantes ou des champignons,
pour déecomposer les polluants environnementaux en substances moins toxiques de sorte que
les conditions environnementales permettent leur croissance et leurs activités microbiennes
(Chaparian, 1999).

Les composés contaminants seront transformés par les organismes vivants par des
réactions enzymatiques. La biodégradation des composés est généralement le résultat de
I'action de plusieurs organismes (Bhandari et al., 2021).

111.3. Les stratégies de la bioremédiation :

Les traitements peuvent étre ex situ ou in situ, les procédures ex situ impliquent le
retrait des matériaux contaminés d'un site pollué avant le traitement dans un autre endroit
(Crawford et al., 2006).

Les approches in situ traitent les contaminants en place sans les déplacer vers une
installation de traitement, elle est appliquée sur un site de sol ou d’eau avec un minimum de

polluants (Crawfordet, et al., 2006).
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I11.4. Les facteurs de la bioremédiation :

Les voies métaboliques enzymatiques des micro-organismes facilitent la progression
des réactions biochimiques qui contribuent a la dégradation du polluant. Les microorganismes
n'agissent sur les polluants que lorsqu'ils sont en contact avec les composés qui les aident a

génerer de I'énergie et des nutriments pour multiplier les cellules (Sharma, 2020).

L'efficacité de la biorémediation dépend de nombreux facteurs; y compris la population
microbienne pour dégrader les polluants, lI'accessibilité des contaminants a la population
microbienne et des facteurs environnementaux comme le type de sol, le pH, la température,

I'oxygéne et les nutriments (Fantroussi et Agathos, 2005).
111.5. La mycoremédiation :

Il existe trois méthodes peuvent étre utilisées pour la bioremédiation assuré par les

organismes : Mycoremédiation, bioremédiation bactérienne, et la phytoremédiation.

La mycoremediation c'est la technologie qui utilise les champignons pour éliminer les
polluants organiques du sol et de I'eau. Afin de rendre les polluants moins toxiques et
inoffensifs (O’Sullivan, 1994).

Les champignons produisent et sécretent des taux plus élevés de différentes enzymes
extracellulaires dans leur environnement périphérique et dégradent divers substrats en
molécules simples qui peuvent étre absorbées et métabolisées dans leurs cellules (Goltapeh et
al., 2013).

De plus, ces derniers temps, il a été signalé que les champignons sont capables de
dégrader des polymeéres tels que les plastiques (Kulshrestha et al., 2014).

Leur physiologie particuliere leur permet d'accumuler une grande quantité de polluants sans

que leur cycle vitale ou leur propagation soient affectés (Jean, 2012).

Il existe de nombreuses especes fongiques qui ont un mécanisme pour décomposer et

dégrader des matiéres plastiques en molécules plus simples (Tableau 3).
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Tableau 3: La biodégradation des plastique par certains especes (Fesseha et Abebe, 2019).

Champignons Enzymes Type de Plastiques
Aspergillus flavus glycosidase PCL

Penicillium funiculosum unidentified PHB

Aspergillus niger Catalase, protease PCL

Rhizopus arrizus lipase PEA, PBC, PCL
Rhizopus delemar lipase PCL

fusarium cutinase PCL
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I. Leseaux douces:
L'eau constitue environ 70% de la surface de la Terre, tandis que 3,5% seulement sont
considérés comme de I'eau douce, tandis que le reste est de I'eau salée sous forme de mers et

d'océans (Assessment, 2005).

L'eau douce est definie comme ayant une faible concentration de sel, généralement
inférieure a 1% (Cuculi¢ et al., 2016). Les plantes et les animaux des zones d'eau douce se
caractérisent par leur capacité a prospérer avec un faible niveau de sel et ne peuvent pas

survivre dans les zones a forte concentration de sel (Yousefi, 2020).

Les ressources en eau douce varient en taille de trés petite a grande, elles se trouvent

sous forme de riviéres, de lacs, de glaciers, d'eaux souterraines, etc. (Thomas et al., 2014).

I1. Les champignons des eaux douces :
Il existe plus de 3000 especes de champignons d'eau douce dont un plus grand nombre
est connu des régions tempérées par rapport aux régions tropicales. Deux groupes principaux

peuvent étre considérés (Duche, 1945) :

= Les Champignons saprophytes qui peuvent végéter, immergeés.
= Les Champignons parasites des plantes ou des animaux aquatiques.

I1.1. Les saprophytes :
11.1.1. Les Hyphomycétes :

C’est des champignons amphibies ou champignons ingoldiens, ce sont généralement des
formes imparfaites d'Ascomycetes ou Basidiomycétes et méme de Zygomycetes. lls se
caractérisent par des formes spéciales de conidies (conidiospores) qui facilitent leur
attachement au support et donc leur adaptation au milieu aquatique. Il faut distinguer sous ces
formes les especes qui se rencontrent dans I'eau courante (Hyphomyceétes ingoldiens) de celles
qui vivent dans les eaux stagnantes (Hyphomycétes aero-aquatiques) (Nawawi et al. 1977 ;
Webster et Descals 1979 ; Descals et al. 1981 ; Durrieu, 1993).

a. Les Hyphomyceétes ingoldiens :
Les spores apparaissent soi sous forme allongées et flexueuses (sigmoides), ou sous
formes de ramifications longues ou appendices orientés dans des directions perpendiculaires
(tétraradiees) (fig.9). Ces formes augmentent évidemment les chances de rencontre et

d'ancrage sur un substrat favorable (Durrieu, 1993).
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= Les conidies sigmoides s‘attachent souvent a leurs p6les adhésifs, puis se redressent
dans la direction du courant d'eau afin qu'elles soient moins susceptibles d'étre

emportées. (Ingold, 1942 ; Ingold, 1953).
= Les conidies tétraradiées agissent comme un ancrage et permettent leur piégeage entre
les bulles de I'écume qui se forme dans les remous et qui lui permettre de les recueillir
facilement pour les observer (Durrieu, 1993). lls peuvent également se fixer au
substrat, avec trois bras formant un trépied fortement adhésif (Webster et Descals,

1981).

Le contact de la surface provoque une adheésion efficace de la conidie au substrat qui est
due a la production d’une matiére mucilagineuse dans chaque bras, ce qui la lie étroitement au
substrat (Read, 1990). Il a été indiqué que le mucilage est une matiere végétale

polysaccharidique qui se gonfle dés son contact avec I'eau (Cui, 2000).

b. Les Hyphomycetes aéro-aquatiques :
Le mycélium se développe sur des substrats immergés. Les variations du niveau des
habitats d'eau douce leur permettent de créer un milieu favorable a leur mode de vie amphibie
(Durrieu, 1993).

Les conidies ont souvent des formes trés différentes, dont la plupart d'entre eux sont
hélicoidales comme Helicoon, Helicodendron, Helicosporium .On trouve aussi, ceux qui ont
une forme de chou-fleur, dont les nombreuses branches se terminent par des renflements
comme chez Beverwijkella, Papulospora. .Ou bien encore, ceux qui se présentent comme des

spheres grillagees, par courbure et intrication de leurs ramifications (fig. 9) (Durrieu, 1993).

Tous ces types de conidies conduisent au méme résultat: Capturer les bulles d'air pour
assurer le flottement de ces propagules. Par conséquent, ils seront déposés sur le substrat pres
de la surface, et leur niveau de dép6t peut étre favorable a I'émission et donc a la génération

ultérieure de spores (Wong et al., 1998).
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50 pm

Figure 9: Un échantillon de la flore d'Hyphomycétes aquatiques observée dans les cours
d'eau du sud-ouest de la France (Chauvet 1990). a, Alatospora acuminata ; b, Al. fiager- lata ;
e, Anguillospora crassa; d, Ang. Curvula ; e, Ang. Longissima ; I, Ang. pseudol pseudolongis-
sima; g, Articulospora tetraciadia ; h, Campylospora chaetocladia ; I, Campylospora sp ; J.
Clavariopsis aquatica ; k, Ciavatospora longibrachyata ; I, Culicidospora aquatica ; m. Cul,
gravida (Durrieu, 1993).
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11.1.2. Les Chytridiales :

Les Chytridiomycétes des eaux douces sont caractérise par la production de zoospores

flagellés dirigé vers l'arriére qui leur permettent de se déplacer dans I'eau (Duche, 1945).

Le thalle de ces champignons est généralement microscopique, a faible dimension
(Archibald et al., 2017). 1l se réduit a une structure tres simple d'une petite masse sphérique,
a partir desquels certains filaments trés fins adhérent ou pénétrent dans le support. Apres un
développement tres rapide, la masse entiere du champignon est devenue un organe
reproducteur (Fig.10). 1l peut provoquer I'apparition de zoospores flagellées a multiplication

végétative ou l'apparition de gametes de formes variées (Durrieu, 1993).

Figure 10: Une Chytridiale polliniphage, Rhizophydium pollinis (source: Deagostini /Getty Images,
2003).

11.2. Les parasites :
Les Phycomycétes représentent la seule classe des champignons donnant des espéces
appartenant nettement au domaine aquatique, la plupart d'ailleurs indirectement en parasitant
des algues, des animaux ou des Champignons déja parasites d'animaux ou de végétaux

aquatiques (Duche, 1945).
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Ces Champignons, caractérises par leurs zoospores et souvent zoogametes mobiles, ils
sont trés bien adaptés au milieu aquatique, qui est méme probablement leur milieu d'origine
(Durrieu, 1993).

IIs sont répartis en deux groupes : les Oomycétes et les Zygomycetes.
11.2.1. Les oomyceétes :

IIs sont I'un des groupes parasites les plus répandus et les plus diversifiés dans les
communautés d'eau douce (Beakes et al., 2011).

Communément appelés moisissures aquatiques, ils infectent leurs hotes par des
zoospores de courte durée qui nagent activement. Ils se fixent a I’hote et envahissent leurs
tissus par croissance hyphale. Les sporanges naissent finalement de ces hyphes, produisant la
prochaine génération de zoospores infectieuses. Les hdtes oomyceétes aquatiques comprennent
différentes espéces de phytoplancton et de zooplancton, ainsi que des vertébrés tels que les

poissons, les amphibiens et les reptiles (Garcia et al., 2018).
11.2.Les zygomycétes :

Les zygomycetes sont adaptés a I'eau douce en tant que parasites d'autres organismes,
certaines especes ont été identifiées comme les Harpellales, qui parasitent les arthropodes, en
particulier les larves d'insectes d'eau douce ou elles se fixent a la paroi chitineuse de l'intestin
postérieur. D'autres types d'insectes comme les Entomophthorales comprennent plusieurs
agents pathogénes qui peuvent provoquer des épidémies a grande échelle. Cette pathogénicité
est exploitée pour étre utilise dans la lutte biologique contre des insectes ravageurs
spécifiques. Il existe un certain nombre de mycoparasites tels que les Dimargaritales et les
Zoopagales qui se lient généralement aux parasites de leurs hdtes muqueux (Webster et
Descals, 1981).
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|. Origine des champignons:

I. 1. Echantillonnages:

Bruner et al. (2018), ont collectés des débris de plastique flottant ou en profondeur de
20 cm du lac de Zurich (WaEdenswil) en 2015. Ces morceaux ont été ramassés par des pinces
stériles (Tableau 4), ensuite ils étaient coupés par un ciseau stérile en morceaux de diameétre
(0.7cm /0.7 cm). Puis, ils ont déposé au total 13 morceaux dans un flacon stérile de 50 ml.
Apres, ils étaient acheminés au laboratoire dans une glaciere afin de réaliser les différents
tests.

D'autre part, Annamalai et Nallamuthu (2011) ont collecté des morceaux de plastique
enfouis dans le sol (10 mm sous le sol) sur les rives de la riviere Adyar Coovam, Chennai,
Inde (Tableau 4). Les morceaux de plastique ont été conservés dans un tube a essai contenant
10 ml d'eau distillée stérile pendant 15 minutes.

Tableau 4: Liste des débris de plastique collectés dans le lac de Zurich et les types de
plastique suspectés polyéthyléne (PE) et polypropyléne (PP) (d'aprés Gosh et al., 2013).

Numéro | Origine Susceptible de débris plastique Type de plastique suspecté

1 Sac en plastique blanc. PE

2 Sac en plastique blanc. PE

3 Goblet en plastique a boire blanc. PP

4 Emballage en plastique transparent/bleu pour | PE
canettes.

5 Emballages en plastique transparent PE

6 Fragment de plastique bleu solide PP

7 Emballage plastique transparent PE

8 Emballage en plastique transparent/vert pour | PE
un chewing-gum

9 Emballage en plastique blanc pour glace PE

10 Sac de rangement transparent refermable a | PE
fermeture éclair

11 Emballages en plastique de couleur jaune | PE
pour biscuits

15 Emballage plastique blanc/noir pour barre | PE
chocolatée

16 Fragment de plastique blanc solide PP
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1.2. Isolement des champignons :

Bruner et al. (2018), ont ajouté 2 ml d'eau stérile a chaque tube contenant un morceau
de plastique, puis l'ont mélangé avec un vortex pendant 10 secondes pour permettre aux
mycéliums et les spores de se séparer des échantillons de plastique. Ensuite, a I'aide d'une
pipette stérile, ils ont préleve 100 ul de chaque tube et les ont ensemenceé dans une boite de
Pétri contenant de la gélose nutritive Melin-Norkrans (MMN) modifiée, et les ont étalés avec

un rateau flammé a la surface de la gélose.

Par la suite, ils ont incubé quatre boftes de Pétri de chaque tube a température ambiante

dans I'obscurité pendant quelques jours jusqu'a I'émergence des premieres colonies fongiques.

Ces colonies émergentes ont été transférées sur de la gélose a Malt (MEA) dans des

tubes a essai et incubées a température ambiante.

D’autre part, Annamalai et Nallamuthu (2011) ont ajouté 1 ml a 9 ml d'eau distillée
stérile dans un tube a essai pour obtenir une dilution de 10 fois. Ensuite, ils ont réalisé une
série de dilutions dans laquelle 1 ml de chaque dilution a été ensemence sur gélose de pomme
de terre dextrose (PDA). Des cultures pures ils ont finalement obtenues en sélectionnant une

seule colonie a partir de cultures plus diluées.
1.3. Identification des champignons :

Bruner et al. (2018) ont sélectionné 21 espéces fongiques de la collection du WSL
(Swiss Federal Institute for Forest, Snow and Landscape Research), appartenant a différentes
guides écologiques afin de tester leur capacité a dégrader le PE, PU et TA, parmi lesquelles :
Agaricus bisporus, Phanerochaete sanguinea, Fomitopsis pinicola Heterobasidion
parviporum, Suillus.

De plus, Pestalotiopsis microspora a été acheté aupres du Westerdijk Fungal
Biodiversity Institute (CBS n° 364.54 ; CBS-KNAW, Utrecht, Pays-Bas) comme témoin pour
la dégradation du PU.

Concernant, Annamalai et Nallamuthu (2011) ont sélectionnées une seule souche
apres avoir fait une identification des souches isolées en utilisant des techniques
d'identification standard (Observation macroscopique et microscopique).

I.4. Test de biodégradation :

Bruner et al. (2018) ont testé la capacité des champignons a dégrader le plastique par des

mesures de décomposition dans des boites de Pétri sur un milieu gélosé. Ils ont utilisé le PE
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comme source de plastique dans un milieu gelosé 1 (MG 1). Immédiatement, aprés la
stérilisation avec 1’autoclave, ils ont ajouté 10g L™de poudre de PE (Sigma-Aldrich, Buchs,

Switzerland; des particules de taille : 125 um) broyés avec 1’azote liquide.

Apres, ils ont effectue le test de décomposition du PU (CSC Jaeklechemie GmbH et co.
kg, Nuernberg, Germany), comme source de plastique en suivant Russel et al. (2011) ;
Biffinger et al. (2015); Yamada-Onodera et al. (2001). Alors, 10 mIl™ du PU était ajouté au

milieu Gélosé 2 (MG 2) sterilisé auparavant.

La capacité de dégrader le complexe C-polymer (Lignine) en plus du plastique a été
effectuée selon Gramss et al. (1998). Ce test utilise les polyphénols comme substituant de la
lignine. Aprés autoclavage du milieu gélosé (MG3), ils ont ajouté (0.5g .L™) d’acide tannique

comme une source de polyphénol.

Dans chaque boite de Pétri, ils ont placé trois inoculum de chaque souche fongique sur la
surface (fig.11). Ensuite, ils ont fermé les boites avec un film de plastique et de la paraffine et
les ont incubées a température ambiante dans I'obscurité. Enfin, les boites de Pétri ont été

veérifiées tous les quelques jours.

Pour Bruner et al. (2018), les milieux contenant du PE ou du PU étaient a la fois
laiteux et non transparents. Les polymeres PE, cependant, flottaient au sommet du milieu
pendant la solidification de la gélose, tandis que les polymeéres PU restaient répartis de
maniere homogene dans le milieu apres la solidification de la gélose. on s'attendait a ce que
les champignons capables de dégrader les polymeres plastiques présentent une zone claire «
halo » autour des cultures en croissance a la suite d'une dégradation plastique enzymatique par
diffusion d'enzymes excrétées par les hyphes fongiques, ou dans le cas de PE, se développent
sur les granulés plastiques. Cependant, le milieu avec le TA devait changer de couleur du brun
clair au brun foncé a la suite d'une réaction d'oxydation enzymatique du TA par la diffusion

d'enzymes excrétées par les hyphes fongiques.
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Figure 11: Dégradation du polyuréthane (PU) dans des boites de Pétri (diamétre 9 cm) par
des inoculums fongiques a température ambiante.

Par ailleurs, Annamalai et Nallamuthu (2011) ont basé leurs surveillances de la
biodégradation sur la technologie de la microscopie électronique a balayage (MEB). lls ont
utilisé des sacs en plastique comme polyéthyléne standard (PE). Donc, ils ont ajouté un
morceau de polyéthylene (50 mg) dans un erlenmeyer (250 ml) contenant 100 ml du milieu de
base. Apres inoculation avec la souche fongique, ils ont été incubés a 30°C a 150 rpm pendant
deux mois. lls ont réalisé I'expérience en triple. Aprés incubation, ils ont retiré les morceaux

de polyéthyléne et les ont lavés avec de l'eau distillée stérile. Ils ont ensuite Vérifié la
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décomposition en prenant une micrographie électronique par microscope électronique a
balayage (Leo 440i) pour tester les morceaux de polyéthyléne traités par les champignons

microbienne et réaliser une comparaison a ceux du polyéthyléne non traités.

En utilisant la technique de la mesure de I’évolution du CO, résultant de la
biodégradation de la chaine polymére (PE). Ils ont déterminée par gravité en utilisant le test
de Sturm (1973), ou ils ont ajouté des morceaux de PE dans un flacon contenant 300 ml de
milieu minéral sans aucune autre source de carbone et inoculé avec 1,5 x 10° spores / ml
champignons d'essai (Aspergillus niger et Aspergillus japonicus). Le flacon témoin était
exempt de plastique. Puis, ils laisserent un volume égal d'air, stérilisé par un filtre 0,2,
s'écouler a travers une solution de KOH 3 M contenant les flacons piégeant le dioxyde de
carbone de l'air. Ensuite, ils ont continuellement agité et controlé les bouteilles d'essai en les
placant sur l'agitateur magnétique. lls ont effectué le test a température ambiante (30°C)
pendant 4 semaines de culture, aprés quoi ils ont calculé la différence de biomasse et la
quantité de dioxyde de carbone produite dans les flacons de test et de contréle. Le dioxyde de
carbone est apparu a la suite de la dégradation de la chaine polymérique dans le flacon d'essai,
ou il a été piégé dans les flacons absorbants contenant 1 M de KOH. Enfin, ils ont ajouté 0,1
M de solution de BaCl2 & chacun des flacons de test et de contrble. Cela a entrainé la
libération de dioxyde de carbone pendant la respiration microbienne ainsi que du craquage du
polymere, qui a été adsorbé dans des bouteilles de contréle et d'essai contenant du KOH,
formant un précipité de carbonate de baryum. Ils ont calculé le CO2 produit en pesant les

dépots de CO2 produits par I'ajout de BaCl2.
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|. Résultats :

I.1. Résultats d’isolements des champignons :

D’aprés Bruner et al. (2018), les souches fongiques se sont généralement développées
en quelques jours. Au total, plus d'une centaine de souches fongiques ont été isolées. Selon
leur aspect extérieur, les souches fongiques ont été regroupées en groupes morphologiques.
De ces groupes, une ou deux souches fongiques par groupe ont été sélectionnées, au total 24
souches fongiques. Apres dynamitage des séquences selon la petite unité ADN; avec la base
de données NCBI, les noms des espéces les plus proches ont été répertoriés. Dans plusieurs

cas, des noms identiques sont apparus.

La liste finale des organismes isolés et séquenceés a partir de débris plastiques contenait
douze especes différentes de champignons appartenant aux Ascomycetes et une espece aux
Oomyceétes (Pythium). Les noms de champignons ont été vérifiés et approuvés a l'aide de
I'Index Fungorum, Une bonne identification des noms fongiques est donnée lorsque l'identité
nucléotidique était égale ou supérieure a 97 %. Si l'identité était inférieure a 97 %, les noms
doivent étre pris avec prudence et ils pourraient ne pas étre corrects (Tableau 5).

Tableau 5: Liste des champignons isolés a partir de débris de plastique et de leur capacité a
dégrader PE et / ou le PU, respectivement (+ oui ; - non). Les champignons ont été séquencés
avec les paires d'amorces ITS1/ITS4 ou ITS3/ITS4. Les cultures vivantes sont déposées a la
collection de champignons WSL. N° WSL : Numéro de la culture dans la collection de

champignons WSL. Longueur : Longueur du fragment séquencé (pb). (%) avec la
correspondance la plus proche de la base de données NCBI ayant un nom de genre.

Identité | Especes de N° amorce | Longueur | Iden- | NCBI PE | PU
de champignons WSL (pb) tité le plus
I'espéce (%) proche

Haute | Arthrinium 167.01 | ITS3/4 | 301 99 KJ1886 | - | -
arundinis 80.1

Haute | Botryotinia 168.01 | ITS3/4 | 300 99 KF533 |- |-
fuckeliana 003.1

Haute | Cladosporium 156.01 | ITS1/4 | 522 99 KU508 | - |+
cladosporioides 795.1

Haute | Leptosphaeriasp.c | 165.01 | ITS1/4 | 495 99 KP747 |- |+
710.1
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Haute | Penicillium 159.01 | ITS3/4 | 314 99 KJ4673 | - +
griseofulvum 53.1

Haute | Phialemoniopsis 166.01 | ITS3/4 | 306 98 NR132 |- |-
curvata 067.1

Haute | Phoma sp. 163.01 | ITS3/4 | 306 99 DQ344 - | -
033.1

Haute | Pythium phragmitis | 162.01 | ITS3/4 | 584 98 HQ643 | - |-
746.1

Haute | Stagonospora 169.01 | ITS3/4 | 303 99 AJ4966 | - -
neglecta 30.1

Haute | Xepiculopsis 155.01 | ITS1/4 | 546 97 HQ608 | - |+
graminea 010.1

Faible | Exophiala bonariae | 160.01 | ITS3/4 | 547 96 KP791 | - | -
795.1

Faible | Pseudorobillarda 164.01 | ITS3/4 | 326 84 FJ8253 |- | -
texana 72.1

Faible | Setophoma 158.01 | ITS3/4 | 309 88 KJ8691 | - | -
vernoniae 41.1

Selon Annamalai et Nallamuthu (2011), les souches fongiques isolées des morceaux
de plastique enfouis dans le sol par une technique de dilution en série ont été identifiées
comme étant : Aspergillus niger, Aspergillus japonicus, Aspergillus tamarri, Aspergillus
flavus, Aspergillus terreus et Mucor sur la base d'un examen microscopique et
macroscopique. Les souches fongiques identifiées ont été criblées pour leur capacité de
colonisation et d'utilisation de la PE par une technique d'enrichissement. Le taux de croissance
évalué par examen visuel et microscopique n'a montré aucune croissance de Mucor racemoses
sur la surface du PE tandis qu'Aspergillus terreus a montré une trace de croissance,
Aspergillus flavus a montré une croissance légere, Aspergillus tamarri a montré une
croissance modérée, Aspergillus niger et Aspergillus japonicus ont montré une forte
croissance. Ainsi, Aspergillus niger et Aspergillus japonicus ont été sélectionnés pour d'autres

études.
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1.2. Les résultats de Biodégradations :
Bruner et al. (2018) ont présenté les résultats de deux techniques de biodégradations :
1.2.1. Capacité des souches fongiques des débris de plastique a dégrader le PE et le PU :

Au total, douze especes de champignons et une espéce d'‘Oomycetes ont été testées pour
dégrader le PE ou le PU (Tableau 6). Aprés au moins trois semaines de croissance, aucun
signe « halos » n'était visible autour de 1’inoculum, ni la croissance des inocula n'a été
enregistrée dans le test de dégradation de PE. En revanche, des « halos » étaient visibles dans
le test de dégradation du PU aprés au moins trois semaines de croissance autour des inocula
de quatre especes fongiques Cladosporium cladosporioides, Xepiculopsis graminea,
Penicillium griseofulvum et Leptosphaeria sp. (Tableau 6, fig. 11). Le champignon le plus
efficace pour la dégradation du PU était C. cladosporioides avec une croissance
approximative du halo de 4 mm/j (Fig. 11). Pour garantir les noms d'especes, certains de ces
taxons ont été séquencés a nouveau avec les paires d'amorces ITS1 et ITS4 pour obtenir des
séquences plus longues, qui ont ensuite été déposées a la base de données NCBI sous les
numéros d'accession MF327241-MF327243 (Tableau 6).

1.2.2. Capacité des souches fongiques de guildes a dégrader le PU et le TA :

Dans I'ensemble, aucun des champignons testés n'était capable de dégrader le PE.
Cependant, trois espéces de champignons ont pu le dégrader : Agaricus bisporus, Marasmius
oreades et Pestalotiopsis microspora (Tableau 7). Etonnamment, aucun des champignons
hautement spécialisés de décomposition de la lignine, tels que les champignons saprotrophes a
pourriture blanche ou les agents pathogenes des plantes, n'a été capable de dégrader le PU. De
méme, les champignons ectomycorhiziens ainsi que les champignons saprotrophes de la
pourriture brune n'étaient pas capables de dégrader le PU. Parmi les saprotrophes communs,
qui étaient tous capables de dégrader le TA, seules les deux espéces A. bisporus et M. oreades

étaient capables de dégrader en plus le PU (Tableau 7).
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Tableau 6: Champignons sélectionnés de la collection de cultures du WSL (Institut fédéral
suisse de recherche sur la forét, la neige et le paysage) isolés de débris plastiques ou de
diverses autres sources et leur capacité a dégrader respectivement le polyuréthane (PU) et/ou
I'acide tannique (TA) (+ oui ; - non). Guilde
(2016), et Gramss et al. (1998). Décomposeurs du bois : BR ; Champignons de la pourriture
brune ; WR : Champignons de la pourriture blanche, N° WSL : Numéro de la culture dans la

collection de champignons WSL.

. Groupes écologiques selon Nguyen et al.

Origine de Phylum Guilde Especes N°WSL | PU | TA
I'isolement Fongus
Débris de Ascomyceétes Litiere Cladosporium | 156.01 |+ |-
plastique saprotrophe cladosporioides
Xepiculopsis 155.01 |+ |+
graminea
Penicillium 159.01 |+ | -
griseofulvum
Pathogéne Leptosphaeria | 165.01 |+ |-
Des plantes sp.
Arthrinium 167.01 |- -
arundinis
Botryotinia 168.0 - -
fuckeliana
Endophyte Stagonospora 169.01 | - +
neglecta
Substrat Ascomycetes Endophyte Pestalotiopsis 14701 |+ |-
végétal microsporaa
Corps Basidiomycetes | Litiéere Agaricus 99.01 + |+
de saprotrophe bisporus
fructification Marasmius 105.01 |+ |+
oreades
Agrocybe 125.01 | - +
praecox
Clitocybe 103.01 | - +
nebularis
Coprinus 149.01 | - +
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comatus
Phallus 128.01
impudicus
Bois Hypholoma 153.0
saprotrophe WR | fasciculare
Armillaria 129.01
cepistipes
Phanerochaete | 140.01
sanguinea
Pleurotus 130.01
eryngii
Pleurotus 134.01
ostreatus
Stereum 136.01
hirsutum
Pathogene des | Armillaria 135.01
plantes WR ostoyae
Climacocystis 132.01
borealis
Heterobasidion | 131.01
parviporum
Bois Fomitopsis 142.03
saprotrophe BR | pinicola
Gloeophyllum 80.01
sepiarium
Postia 141.01
tephroleuca
Ectomycorrhizal | Hebeloma 8.01
edurum
Suillus 144.01
granulatus
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Relativement a Annamalai et Nallamuthu (2011), la mesure de la biodégradation a été

effectuée en deux méthodes :

= Microscopie électronique a balayage (MEB) : Des micrographies électroniques a
balayage de morceaux de PE ont été prises apres deux mois d'incubation avec
Aspergillus niger et Aspergillus japonicus. Dans les échantillons d'essai, ils ont

observé des érosions et une rugosité importante de la surface avec formation de

pigdres, alors qu'aucun changement de ce type n'a été détecté dans les morceaux
de PE non traités (Fig. 12).

Figure 12: Micrographies MEB de A) apres exposition a Aspergillus Niger pour 2 mois, B)
apres exposition a Aspergillus japonicus pendant 2 mois, C) non traitée.

= Test d'évolution du CO2 : La quantité totale de dioxyde de carbone dégagée et
calculée par gravimétrie était d'environ 1,72 g L™ chez Aspergillus niger et 1,98
g L™ chez Aspergillus japonicus, alors que, 0,36 g L-1 en cas de controle.
L'augmentation totale de la biomasse chez Aspergillus niger et Aspergillus
japonicus était plus élevée (1,976 g et 2,548 g) que le témoin (0,120 g) (Tableau
5).
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Tableau 7: Analyse gravimétrique de I'évolution du CO2 déterminée par le test de Sturm.

Echantillon

Augmentation totale de la

biomasse (g)

Quantité totale de CO2
produite (gL ™)

Aspergillus niger 1.976 1.72
Aspergillus japonicus 2.548 1.98
controle 0.120 0.36
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I. Discussion :

D’aprés Bruner et al. (2018), la liste des organismes qui ont été isolés a partir de débris
plastiques, comprenait des champignons saprotrophes courants, mais également certains
agents pathogenes des plantes. Les champignons saprotrophes les plus courants étaient
Penicillium griseofulvum et Cladosporium cladosporioides. Certains champignons sont
connus pour vivre comme des saprotrophes dans les sols et les sédiments tels que
Xepiculopsis graminea et Phialemoniopsis curvata. D’autres sont connus pour vivre en
association avec des graminées ou avec des plantes poussant dans les zones littorales des lacs,
par ex. Arthrinium arundinis, Leptosphaeria sp, et Phoma sp. Par ailleurs ceux qui sont
hautement spécialisees dans le roseau commun (Phragmites australis) comme le champignon
endophyte Stagonospora négligencea. Botryotinia fuckelinana est connu comme un

champignon nécrotrophe qui affecte de nombreuses especes végétales.

Ainsi, les especes fongiques qui n'avaient qu'une faible identité (Exophiala bonariae,
Pseudorobillarda texana, Setophoma vernoniae), ont été isolées par d'autres soit a partir de
roches soit a partir de feuilles de plantes exotiques. Le seul organisme n'appartenant pas aux
champignons était I'oomycéte Pythium phragmitis qui est un agent pathogene du roseau

commun (Phragmites australis).

Les quatre espéces fongiques isolées des débris de plastique ont montré un « halo » dans
le dosage PU : C. cladosporioides, P. griseofulvum, X. graminea et Leptosphaeria sp.
Cladosporium cladosporioides avait déja été observé par d'autres comme étant capable de
dégrader le PU.

Bruner et al. (2018) ont constaté que les six meilleures souches dégradant le PU a
l'aide d'un test Impranil appartenaient au complexe C. cladosporioides, avec des identités
comprises entre 99 % et 100 %. Une analyse BLAST plus poussée de I'actine et du facteur
d'allongement de la traduction de ces six souches a montré les correspondances les plus
élevées avec C. pseudocladosporioides, C. tenuissimum, C. asperulatum et C. montecillanum.
Certains rapports, contrairement a notre étude, ont indiqué que C. cladosporioides est
également capable de dégrader le PE. Cependant, leurs résultats ne reposent pas sur la
formation d'un « halo » dans une boite de Pétri aprés dégradation du PE, mais sur
I'observation de I'érosion de la surface du film PE au voisinage des hyphes fongiques ainsi
que de la formation de produits d'oxydation a la surface du film polymére mesuré par FTIR
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(spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier). Penicillium ochrochloron, une espece
différente de notre P. griseofulvum isolé, avait déja été observé par d'autres auteurs comme
ayant la capacité de dégrader le PU. Ces auteurs ont appliqué de la méme maniere que décrit
ci-dessus le dosage du PU en utilisant Impranil pour les champignons du sol qu'ils ont isolés a
partir de morceaux de PU enfouis dans le sol. Pour Xepiculopsis graminea et Leptosphaeria
sp., en revanche, aucune référence n'a été trouvée dans la littérature. Ainsi, il s'agit du premier

rapport sur la capacité de ces deux champignons a dégrader le PU.

Il existe des preuves dans la littérature que les micro-organismes capables de dégrader
les polymeéres C complexes tels que la lignine peuvent également dégrader les plastiques. Un
tel potentiel de dégradation est basé sur des enzymes dégradant la lignine, par ex. les
oxydases, les laccases et les peroxydases, qui sont utilisées dans diverses industries et qui
seraient également impliquées dans la degradation des composés xénobiotiques et des
colorants. Globalement, les trois champignons saprotrophes Agaricus bisporus, Marasmius
oreades et Xepiculopsis graminea restent les seuls champignons de notre étude capables de
dégrader le PU ainsi que le TA. Au moins A. bisporus est connu pour posséder une grande
variété d'enzymes, notamment des enzymes impliquées dans la dégradation du xylane, de la
cellulose, de la pectine et des protéines, ainsi que des heme-thiolate peroxydases et des -
éthérases, qui se distinguent des autres agents de décomposition du bois et suggérent une large
attaque contre la lignine en décomposition et les métabolites apparentés trouvés dans un
environnement riche en acide humique. La capacité catabolique d'A. bisporusest en accord
avec la présence d'un large ensemble de génes codant pour les CAZymes agissant sur les
polysaccharides de la paroi cellulaire, notamment les glycoside hydrolases, les
polysaccharides lyases et les glucides estérases. Les glucides estérases sont adaptés chez A.
bisporus pour décomposer les polysaccharides de la paroi cellulaire xylane, chitine et pectine
(Patyshakuliyeva et al., 2013).

Marasmius oreades est connu pour produire des anneaux de fées dans les prairies. Les
cercles de fées sont caractérisés par deux ou trois zones concentriques adjacentes de gazon
anormal. Dans la zone de croissance fongique la plus intense, I'herbe est souvent tuée, et cet
effet a été attribué & un manque d'humidité et a l'acide cyanhydrique produit par le
champignon. La présence d'anneaux de fées dans la végétation naturelle a des effets contrastés
simultanés de stimulation et de parasitage des espéces végétales dans les zones adjacentes,
produisant des bandes réguliéres concentriques de végétation luxuriante et bralée. Dans les

sols colonisés par M. oreades, la dégradation des racines des plantes en présence d'enzymes
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fongiques dégradant la paroi cellulaire a augmenté la teneur en carbone organique dissous.
Fait intéressant, similaire & M. oreades, les membres du genre Agaricus forment également un
anneau de fée, par ex. A. arvensis. Ainsi, on peut supposer que les membres des deux,
Agaricus et Marasmius, possédent des capacités enzymatiques similaires pour décomposer les

polymeres glucidiques complexes.

Les membres de Xepiculopsis sont des champignons ascomycétes filamenteux, qui
poussent omniprésents dans les sols ou sont de faibles agents pathogenes des plantes, mais ils

sont également capables de pousser sur les murs des maisons (Chen et al., 2016).

Certaines especes produisent des mycotoxines et sont utilisées comme agents de lutte
biologique pour lutter contre les mauvaises herbes (Abbas et al., 2002). Xepiculopsis
graminea a été initialement décrit comme Myrothecium gramineum sur des graminées en

décomposition Mais a part cela, on ne sait pas grand-chose de cette espéece.

Outre les champignons dégradant le PU signalés dans la présente étude, une série
d'autres champignons ascomycétes dégradent le PU Les champignons les plus connus
appartiennent aux genres Aspergillus et Trichoderma, tous connus pour étre utilisés dans des
processus biotechnologiques (Meyer et al., 2016). Les membres d'Aspergillus sont utilisés
pour produire les enzymes amylases, glucoamylases, glucose oxydase, invertase, pectinase et
protéinases, tandis que les membres de trichoderma sont utilisés pour produire de la cellulase
(Bennett, 1998).

Bien qu’ils n’aient pas étudié dans la présente étude les enzymes produites par les
champignons dégradant le PU, plusieurs études indiquent que les enzymes impliquées dans la
dégradation du PU sont tres probablement des estérases et des hydrolases. Alvarez-Barragan
et al., 2016, ont postulé que le complexe Cladosporium cladosporioides était le meilleur
dégradant du PU parmi les champignons testés, tandis qu'Aspergillus fumigatus et Penicillium
chrysogenum étaient les souches les moins dégradantes. Outre Impranil, les isolats fongiques
de Cladosporium spp. Mousse PU dégradée également. La spectroscopie FTIR et I'analyse
GC-MS ont montré que les groupes ester et uréthane étaient attaqués par l'activité d'enzymes
fongiques. Au cours de la dégradation du PU, des activités considérables d'estérases ont été
détectées, mais seulement une faible activité d'uréase et aucune activité de protéase. Loredo-
Trevifio et al. (2011), isolant 32 souches fongiques a partir d'echantillons de sable
contaminés par du PU, a signalé que 22 souches pouvaient se développer en utilisant le PU

comme source de nutriments. Parmi les genres trouvés figuraient Aspergillus, Trichoderma,
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Penicillium et Fusarium. Presque tous les champignons dégradant le PU ont montré une
activité d'uréase, tandis que les activités d'estérase, de protéase et de laccase n'étaient
présentes que dans une plus faible quantité de champignons. Pour I'espece dégradant le PU
Pestalotiopsis microspora, ils ont suggéré qu'une enzyme de type sérine hydrolase était

responsable de la dégradation du PU.

Cependant, Annamalai et Nallamuthu (2011) ont isolé six souches fongiques a partir
de morceaux de plastique enfouis dans le sol et examiné deux souches fongiques, Aspergillus
niger et Aspergillus japonicus capables d'adhérer a la surface du polyéthylene et de l'utiliser
comme source de carbone et d'énergie (EIShafei et al., 1998) ont étudié la capacité des
champignons et des souches de Streptomyces a attaquer le polyéthylene dégradable constitué
de sacs en polyéthylene jetés et ont isolé huit souches différentes de Streptomyces et deux
champignons Mucor rouxii et Aspergillus flavus a partir de boues d'épuration. Aspergillus
flavus, isolé des décharges contrdlées, s'est également avéré capable de dégrader le PE.
Yamada-Onodera et al. (2001) ont identifié un champignon, Penicillium simplicissimum,

qui pourrait dégrader le polyéthylene haut densité non traité.

Drailleurs, ils ont utilis¢ une technique d'enrichissement pour l'isolement de micro-
organismes dégradant le PE. Les méthodes de culture d'enrichissement se sont également
révélées efficaces pour isoler une bactérie thermophile Brevibacillus borstelensis souche 707

capable d'utiliser le polyéthyléne comme seule source de carbone et d'énergie.

Lorsque des morceaux de plastique polyéthylene ont été examinés au microscope apres
une expérience d'enrichissement en milieu de base, une fixation fongique a été trouvée a la
surface du plastique, indiquant une utilisation possible du plastique comme source de
nutriments. La capacité des souches fongiques a former un biofilm sur le polyéthyléne a été
attribuée a la diminution progressive de I'hydrophobie de sa surface. Une augmentation
visible de la croissance a la surface du plastique a également été observée lors de la culture

avec les mémes isolats dans un milieu de sel basal pendant 2 mois.

De notre criblage préliminaire, on peut conclure que les morceaux de plastique enfouis
dans le sol contenaient des souches fongiques capables d'adhérer a la surface des films de
polyéthylene. Cela indique également la possibilité de leur capacité a utiliser le PE comme
source de nutriments conduisant a leur biodégradation. L'augmentation de la biomasse dans
nos cultures liquides avec PE confirme la capacité de ces microbes a utiliser ce polymere

comme source de carbone.
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Les résultats de la microscopie électronique a balayage ont indiqué des dommages a la
surface du PE incubé avec Aspergillus niger et Aspergillus japonicus. Ainsi, on peut conclure
que les souches fongiques en particulier Aspergillus niger et Aspergillus japonicus sont
capables d'adhérer a la surface du PE et peuvent provoquer des dommages de surface qui

peuvent faciliter la dégradation du plastique.

La biodégradation peut étre définie comme la conversion catalysée par des microbes
d'un substrat polymere en biogaz dans des conditions aérobies (CO2) et anaérobies (CH4)
dans un environnement biologiquement actif. Le test de Sturm est une technique de

biodégradation aérobie basée sur la production de CO2.

Le test de Sturm (Sturm, 1973), méthode manuelle, est couramment utilisé pour évaluer
la biodégradabilité des matériaux polymeéres. Diverses modifications de ce test ont été
utilisées pour la mesure du dégagement de dioxyde de carbone lors de la dégradation des
polymeres (Muller et al., 1992 ; Kim et al., 2000 ; Zee et al., 1998). L'importance des tests
de Sturm modifiés réside davantage dans l'analyse de la biodégradation complete des

matériaux polymeres lors du traitement des déchets biologiques (Kim et al., 2000).

Dans cette étude, ils ont utilisé cette technique pour Vvérifier la biodégradation du PE. Il
y avait une différence dans la quantité de dioxyde de carbone produite dans les tests et les
bouteilles témoins indiquant une plus grande dégradation du polymeére dans le test que dans le

témoin.

Donc, les souches fongiques Aspergillus niger et Aspergillus japonicus ont été isolées
de morceaux de plastique enfouis dans le sol, capables non seulement d'adhérer a la surface
du film PE, mais également de l'utiliser comme source de carbone et d'énergie, comme en
témoigne l'augmentation de la croissance. Bien que ce soit un processus lent, des études
comme celle-ci donnent des preuves de la biodégradation du PE. Cela indique qu'il existe une
grande possibilité de trouver des micro-organismes de I'environnement qui peuvent dégrader

les plastiques synthétiques.
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Conclusion génerale

Conclusion génerale.

La résistance du plastique a la biodégradation constitue un probléme important pour
I’écosystéme c’est pourquoi la majorité des champignons isolés a partir de debris de plastique
au bord d'un lac en Suisse ne semblent pas capables de dégrader le plastique sur lequel ils ont
poussé. Aucun de ces champignons n'était capable de dégrader le PE, alors qu'au moins
quelques champignons isolés avaient la capacité de dégrader le PU. Trois de ces champignons
étaient des saprotrophes et un était un phytopathogéne. Ainsi, nous n‘avons pu que
partiellement confirmer I'hypothese formulée précédemment selon laquelle au moins une
partie du champignon peut dégrader le plastique, mais uniquement le PU et pas spécialement
le PE.

La recherche d'espéces fongiques supplémentaires isolées des autres substrats que ce
soit des plastiques ou des fructifications a révélé qu'elles étaient en général également
incapables de dégrader le PE. Seuls deux champignons saprotrophes, Agaricus bisporus et
Marasmius oreades, ont été capables de dégrader le PU.

Il semble que la dégradation biologique du PE reste encore un défi, bien qu'il y ait eu
récemment plusieurs articles de revue selon lesquels les champignons peuvent dégrader le PE
par exemple Shah et al. (2008) et Pathaket al. (2017), ces rapports ne sont que de vagues
indices. Sinon, les déchets plastiques ne seraient pas transportés verticalement a travers les
océans et les paysages, fragmentés mécaniquement et finalement accumulés sous forme de
micro- ou nano-plastiques dans les sédiments et I'environnement si ces champignons et autres
micro-organismes étaient efficaces dans la dégradation.

Ces petits fragments de plastique en particulier sont problématiques, car ils entrent dans
les réseaux trophiques et s'accumulent potentiellement chez les animaux. La guilde
écologique facilite la recherche de champignons potentiels qui est capable de dégrader les
plastiques. Si tels micro-organismes pouvaient étre trouveés, leurs spores ou leurs enzymes de
dégradation du plastique pourraient étre incorporées dans la matiére plastique pendant la
fabrication et lorsque les déchets plastiques entreraient en contact avec I'eau de mer ou de lac,
les champignons commenceraient a se développer et a dégrader le plastique.

Dans une autre étude, les souches fongiques Aspergillus niger et Aspergillus japonicus
qui ont éte isolées de morceaux de plastique enfouis dans le sol des rives, sont capables non
seulement d'adhérer a la surface du film PE, mais également de I'utiliser comme source de
carbone et d'énergie, en témoignant de I'augmentation de la croissance. Bien que ce soit un

processus lent, des études comme celles-ci donnent des preuves de la biodégradation du PE.
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Conclusion génerale

Cela indique qu'il existe une grande possibilité de trouver des micro-organismes de
I'environnement qui peuvent dégrader les plastiques synthétiques.

Au bout de compte, les résultats obtenus dans cette analyse, nous ont poussés a suggérer
que les champignons dont quelques especes seulement peuvent étre une solution partielle de
remediation de cette douleur mondiale planétaire. De plus, il vaut mieux de commencer a
prendre des mesures pour arréter la pollution plastique sont nécessaires maintenant plus que
jamais.

Par exemple 1’amélioration de promouvoir de la gestion écologiquement rationnelle des
déchets plastiques au niveau mondial, national et régional consiste a prévenir et a minimiser
leur génération de réduire et éliminer considérablement les rejets de déchets plastiques et de
microplastiques dans I'environnement, en particulier le milieu aquatique.

Pour conclure, nous signalons que cette étude était tres excitante pour nous et nous
espérons donner suite a cette recherche mais avec notre propre expérience pour avoir de

meilleurs résultats.
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Annexe

Composition de milieu de culture (MG 1) :

- NH4NO;
- KyHPO,

- NaCl

- MgSO,

- agar

- Tweed 20

- 7H20

3g.L*
5g.L"
1g.L?
0,2¢gL™
15gL™

0.25ml L*!

Composition de milieu de culture (MG 2) :

- NH4NOs
- KyHPO,

- NaCl

- MgSOq4

- Tweed 20
- Agar

- THO

3gL*?
5gL*
1gL™?
02gL*
0.25ml L*

15g L™

Composition de milieu de culture (MG 3) :

- Extrait de malt

- Agar

20g

15¢

72



Article numéro 01 :

@PLOS | ONE

G OPENACCESS

Citation: Brunner |, Fischer M, Rithi J, Stierfi B,
Frey B (2018) Ability of fungi isolated from plastic
debris floating in the shoreline of a lake to degrade
plastics. PLoS ONE 13(8): e0202047. https://doi
0rg/10.1371/journal. pone.0202047

Editor: Ricardo Aroca, Estacion Experimental del
Zaidin, SPAIN
Received: May 11,2018

Accepted: July 26, 2018
Published: August 22, 2018

Copyright: ©2018 Brunner et al. This is an open
access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License, which
permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original
author and source are credited.

Data Availability Statement: All relevant data are
within the paper.

Funding: The authors received no specific funding
for this work.

Competing interests: The authors have declared
that no competing interests exist.

Ability of fungi isolated from plastic debris
floating in the shoreline of a lake to degrade
plastics

Ivano Brunner*, Moira Fischer, Joel Riithi, Beat Stierli, Beat Frey

Forest Soils and Biogeochemistry, Swiss Federal Institute for Forest, Snow and Landscape Research WSL,
Birmensdorf, Switzerland

* ivano.brunner@wsl.ch

Abstract

Plastic waste in the environment is a significant threat due to its resistance to biological pro-
cesses. Here we report the ability of fungal strains found on floating plastic debris to degrade
plastics. In particular, we wanted to know which fungi grow on plastic debris floating in the
shoreline, whether these fungi have the ability to degrade plastics, whether the plastic-
degrading fungi can degrade other complex C-polymers such as lignin, and whether lignin-
degraders vice versa can also break down plastics. Overall, more than a hundred fungal
strains were isolated from plastic debris of the shoreline of Lake Zurich, Switzerland, and
grouped morphologically. Representative strains of these groups were then selected and
genetically identified, altogether twelve different fungal species and one species of Oomy-
cota. The list of fungi included commonly occurring saprotrophic fungi but also some plant
pathogens. These fungal strains were then used to test the ability to degrade polyethylene
and polyurethane. The tests showed that none of the strains were able to degrade polyethyl-
ene. However, four strains were able to degrade polyurethane, the three litter-saprotrophic
fungi Cladosporium cladosporioides, Xepiculopsis graminea, and Penicillium griseofulvum
and the plant pathogen Leptosphaeria sp. A series of additional fungi with an origin other
than from plastic debris were tested as well. Here, only the two litter-saprotrophic fungi Agar-
icus bisporus and Marasmius oreades showed the capability to degrade polyurethane. In
contrast, wood-saprotrophic fungi and ectomycorrhizal fungi were unable to degrade poly-
urethane. Overall, it seems that in majority only a few litter-saprotrophic fungi, which pos-
sess a wide variety of enzymes, have the ability to degrade polyurethane. None of the fungi
tested was able to degrade polyethylene.

Introduction

Plastic debris in the environment poses a significant threat because of its resistivity to photo-
oxidative, thermal, mechanical and biological processes [1,2]. Although overlooked for many
years, the amount of plastic debris accumulating in the environment has been steadily increas-
ing as a result of the material’s durability and lightweight nature [3,4]. Once discarded on land,
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Abstract: Plastic materials like polyethylene (PE) are the potential source of environmental poliution. Their presence in soil causes infertility of soil,
preventing degradation of other normal substances, in addition to which it presents a danger to animal life. In the present study, fungal strains were isolated
from soil buried plastic pieces and screened for strains capable of adhering to the surface of PE pieces, through enrichment technique. Growth assessment
was made by observing network of fungal hyphae on the surface of the plastic pieces under light microscope. Avisible increase in growth of the Aspergilius
niger and Aspergillus japonicus was observed on the surface of PE pieces, when cultured in basal medium at 30°C and 150 rpm, for 2 months. When the
PE pieces were observed through Scanning Electron Microscope, some changes, like appearance of pits, cracks, and erosions were detected. CO,
evolution as a result of PE biodegradation was calculated gravimetrically by Sturm test. About 1.72 and 1.98g L' of CO, was produced in case of tests,
whereas 0.36 g L' in case of control. The biomass was also higher in case of tests as compared to control. These observations indicated that Aspergilius

niger and Aspergillus japonicus have the ability to degrade polyethylene.

Key words: Biodegradation, Polyethylene, Aspergillus niger, Aspergillus japonicus, Scanning electron microscope, Sturm test

Introduction

Plastic materials are strong, light-weight, durable, and bio-
inert materials and thus are widely used in food, clothing, shelter,
industries (Orhan and Buyukgungor, 2000). More than 40 million
tons of plastics are produced each year. However, because of its
xenobiotic origin and recalcitrant nature, its biodegradation is
problematic and it accumulates at a rate of 25 million tons per year
(Orhan and Buyukgungor, 2000).

Polyethylenes (PE) of high and low density are primarily
used in product packaging as sheets and thin films. Approximately
30% of the plastics are used worldwide for packaging applications.
This utilization is still expanding at a high rate of 12% per annum
(Sabir, 2004). Despite of their wide applicability, the main limitation to
their use is the fact that polyethylene adversely affects the environment
(Satlewal et al., 2008). Polyethylene is one of the most inert plastic
materials and its degradation is a very slow process, estimated in
decades. Its recalcitrant nature results fromiits high molecular weight,
complex three-dimensional structure, and hydrophobic nature, all of
which interfere with its availability to microorganisms (Hadad et al.,
2005). The degradation of most synthetic plastics in nature is a very
slow process that involves environmental factors and action of wild
microorganisms (Albertsson, 1990; Cruz-Pinto et al., 1994; Abertsson
et al., 1998). The primary mechanism for biodegradation of polymers
(plastics) is the oxidation or hydrolysis by enzymes to create functional
groups thatimprove its hydrophylicity. Consequently, the main chains
of polymer are degraded resulting in polymer of low molecular weight
and feeble mechanical properties, thus, making it more accessible for
further microbial assimilation (Albertsson and Karisson, 1990; Huang
et al.,, 1990). Biodegradation of polyethylene has been studied
extensively earlier (Breslin, 1993; Breslin and Swanson, 1993) but

the results were based on PE blend with starch (Pometto et al., 1993;
Pometto et al., 1992; Mehdi Borghei et al., 2010). Polyethylene was
claimed to be degraded but the extent could be extremely small.
Other data describing degradation of PE containing starch is
questionable as microbial metabolites contaminating the PE surfaces
could have been interpreted as degradation products of the parent
PE (Albertsson et al., 1994). Biodegradation resulting from the
utilization of polyethylene as a nutrient (ie, a carbon source) may be
more efficient if the degrading micro-organism forms a biofilm on the
polyethylene surface. However, the hydrophobicity of the
polyethylene interferes with the formation of a microbial biofiim.

Attempts to facilitate colonization of polyethylene by adding
non-ionic surfactants to the culture medium promoted the
biodegradation of polyethylene (Albertsson et al. 1993; Ehara et al.
2000). Earfier reports have shown no signs of deterioration could be
observed in polyethylene sheetincubated in moist soil for 12 years
(Potts, 1978), and only partial degradation was observed in a
polyethylene film buried in soil for 32 years (Otake et al., 1995).
Nevertheless, several studies have demonstrated partial
biodegradation of polyethylene after UV irradiation (Comell et al.,
1984), thermal treatment (Huang et al., 1990; Kwpp and Jewell,
1992) or oxidation with nitric acid (Mochizuki et al., 1999). Gilan et
al.,, (2004) isolated a strain of Rhodococcus ruber that was found to
colonize and degrade polyethylene.

The ability of this bacterium to form a biofilm on polyethylene
was attributed to the hydrophobicity of its cell surface. Addition of a
small amount of mineral oil to the culture medium increased both
biofilm formation and the subsequent biodegradation of the

polyethylene, presumably by increasing the hydrophobic interactions
between the bacterial biofim and the polymer (Gilan et al., 2004). In
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