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Résumé

Le pétrole et ses dérivés sont en cause dans pisgias de pollution suite a des accidents lors
de leur acheminement ou en raison de fuites deswvaiss de stockage. Ces accidents
représentent une préoccupation environnementaleungapussi bien pour la faune et la flore
locale que pour la santé humaine.

De nombreuses especes de micro-organismes someli@hent présentes dans les sols a
I'exception des environnements extrémes. Dangtéssag/ant eté régulierement contaminés par
des hydrocarbures la densité microbienne tend ainden drastiguement ayant des
conségquences directes sur le fonctionnement det sels caractéristiques, et des conséquences
indirectes sur la biosphere et I'atmosphere.

A cet effet, nous avons tenté une caractérisati@noimiologique de trois échantillons de sols
pollués par du pétrole afin de déterminer I'impdetce polluant sur la microflore du sol. Trois
échantillons de sols ont été prélevés du mémesiiéfiérentes profondeurs (10, 50 et 80 cm)
a proximité d’'un bac de stockage du pétrole sitédnaSalah (Wilaya de Tamanrasset).

A lissue de cette étude, nous avons pu constatercomposition et diversité microbienne
réduites dans les échantillons de sols analyskxaef la toxicité du pétrole sur la microflore
du sol. En outre, 35 colonies ont pu étre isolgertir de ces échantillons, dont majoritairement
des bactéries avec prédominance des cocci a Graitif.ddous avons également identifié de
facon distincte le genmlternaria parmi les moisissures isolées.

Il est important de noter que I'échantillons prél@n profondeur (80 cm) présentait un nombre
et une diversité microbienne élevés par rapportéalmantillons prélevés en surface (10 et 50

cm).

Mots clés :Pollution, pétrole, hydrocarbures, sol, microflararactérisation microbiologique



Abstract

Petroleum and its derivatives are involved in salveases of pollution following accidents
during their transportation or during frequent kedkom storage tanks. These accidents
represent a major environmental concern both fmllfbora and fauna as well for human health.
Many microbial species are naturally present inlssavith the exception of extreme
environments. However, in soils that have beenleglyucontaminated with hydrocarbons, the
microbial density tends to decrease drasticallyrwitect consequences on soil functioning and
its characteristics, and indirect consequencesi®@bibsphere and the atmosphere.

To this end, we attempted a microbiological chamazation of three samples of oil-polluted
soils in order to determine the impact of this piaht on soil microflora. Three soil samples
were taken from the same site at different dedtBs 0 and 80 cm) near an oil storage tank
located in Ain Salah (Province of Tamanrasset).

At the end of this study, we noticed a reduced otiial composition and diversity in the
analysed soil samples reflecting the toxicity ofrgeum on soil microflora. In addition, 35
colonies were isolated from the samples which wkaeteria in their majority with
predominance of Gram-positive cocci. We have alsatified the genus Alternaria among the
isolated molds.

It is important to note that the deepest soil sanfalken at 80 cm) had higher microbial number

and diversity compared to the other samples tat@an the surface (10 and 50 cm).

Key words: Pollution, Petroleum, hydrocarbons, soil, micradlomicrobial characterization
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I ntroduction

A de nombreuses reprises au cours de I'histoire et enregistrés des épisodes de
pollution a diverses échelles causés par I'exgdioitades hydrocarbures pétroliers, aussi bien
sur des sites terrestres qu’au niveau d’infrastinest off-shore (Albinet 1963).

Les dérivés intermédiaires de la distillation des dg/drocarbures sont en cause
notamment dans plusieurs cas de pollution suiesadcidents lors de leur acheminement vers
des points de vente, ou plus fréequemment des fdésséservoirs de stockage (Fuentes 2014).
Ces accidents représentent une préoccupation enengentale majeure aussi bien pour la
faune et la flore locale, que pour la santé humaine

La pollution du sol par les hydrocarbures modiiecomposition, la richesse et la
diversité des populations animales, végétales etofiennes du sol et plus généralement le
fonctionnement de I'écosysteme. Il a été démanqiegla diversité microbienne du sol régresse
fortement aprés un épisode de contamination ausobgdoures au profit de la colonisation du
milieu par des populations dominantes qui ont riéass’'adapter en améliorant leur outil
enzymatique (Chikere et al. 2011).

De plus, allant en croissant, l'utilisation des foaghrbures continuera d’élever les
risques par leur exploitation sur le plan écolagigéconomique, politique et sanitaire (Stern
1978). Cette situation concentre grandement I'titiende nombreux scientifiques dans le
monde entier qui sont a pied d’ceuvre afin de dépokfficacement les sites contaminés.

Des techniques physicochimiques sont utilisées dBnremédier a ce probléme
cependant, elles ne sont pas toujours efficacesplDg la toxicité générée surtout par
I'utilisation des produits chimiques a mener lesrcheurs a se tourner vers d’autres solutions
plus efficaces comportant moins d’effets secondafbatenh et al. 2017). De ce fait, la
bioremédiation qui est une alternative explorée @eg derniers, consiste a utiliser les
organismes vivants pour dépolluer les sols etdes eontaminés. Elle englobe de nombreuses
techniques selon qu'on utilise ou non les plantgg,on stimule la croissance des
microorganismes en jouant sur leurs facteurs Ilmstaou qu’on enrichisse les milieux
contaminés par amendements (Mansur et al. 2014).

Dans ce sens, ce travail consiste en une caratérisnicrobiologique d’un sol pollué
par du pétrole afin de déterminer I'effet de cdymoit sur la microflore du sol. De plus, cette
étude constituera une base pour la bioremédiatiamobienne des sols pollués par les

hydrocarbures pétroliers.
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Vue d’ensemble

En 2008, le volume de la demande mondiale de géétait de 85,62 millions de barils par jour
(Macaulay et Rees 2014). Cette surconsommatioredpion a appelé I'or noir, entraine de
lourdes conséquences écologiques pour la fauadletd ainsi qu’un impact sanitaire colossal
pour ’'hnomme. A titre d’exemples, dans plusieulgesid’Allemagne, des puits d’eau potable
ont été contaminés par le déversement d’hydrocesbam cours d’exploitation d’'usines ou de
plateformes pétrolieres pendant la premiere gueomrdiale ainsi que les bombardements de
1945 (Albinet 1963).

La Lybie, qui posséde les plus grands réservoingétimle en Afrique, a connu également des
heures sombres lorsque 59 millions de litre deopgnt accidentellement été déversés dans
le sud-est du pays a Tripolis, contaminant de it8€ kn? de terre (Koshlaf 2016).

Plus recemment, The International Tanker Ownersitfmh Federation Limited (ITOPF), 'une
des bases de données les plus fournies traitastsl@ersements d'hydrocarbures par les
navires pétroliers, dans son rapport de 2019, e&yaé¢ I'incident le plus important de I'année
a été observé au mois de Mai, en Amérique du NEweffet, I'accident résultait d’'une collision
entre navires, et a causé la contamination d’emar000 km de cotes dans onze Etats du Brésil
par plus de 700 tonnes d’hydrocarbures.

De fagon plus générale en 2019, un volume totadwifen 1000 tonnes d’hydrocarbures a été

déversé dans I'environnement (ITOPF 2019).

|. Hydrocarbures

1. Définition

On appelle hydrocarbure un composé formé d’hydregeéinde carbone. Généralement, un

hydrocarbure est un composé organique hydrocarbexingit a partir de gisement d’énergies

fossiles ou de gaz naturels (c’est le cas notamchepétrole brut, de I'essence, du kéroséne...).
lls peuvent étre saturés (contenants des chaimésiries, des liaisons covalentes simples et
constitués d’atomes de carbones et d’hydrogendsisexement), ou insaturés au contraire

(présentant des ramifications, des doubles otegilghisons, ainsi que pour certains cComposeés,
des chaines cycliques) (GEO 2018).
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2. Propriétés physico-chimiques et utilisations

Les hydrocarbures regroupent plusieurs famillezataposés dérivés issues des différentes
étapes de raffinage du pétrole brut, et sont géamaemt repartis en hydrocarbures aliphatiques
(a chaine carbonée ouverte ex. les alcanes), emodamtbures aliphatiques cycliques
(alicycliques) ou cyclanes, ainsi qu’en hydrocadsuraromatiques monocycliques et
polycycliques (formée d’au moins un cycle d’atordescarbone du type de celui du benzene)
(Lemiére et al. 2001¥%i la molécule d’hydrocarbure contient un atomeeagtie du carbone et
de I'hydrogene, on parle d’hydrocarbures substitegsdans le cas d’'un cycle, on parle
d’hétérocycle (Cicolella 2008).

Les combustibles et carburants, obtenus a partia densformation du pétrole, sont utilisés
pour le transport, le chauffage et la producticgnédrgie. On parle de combustibles liquides tels
gue les fiouls domestiques et lourds, ainsi quecaelsurants regroupant les essences et les
distillats (gazole et kérosene). lls sont de dédfds types de par les constituants de leur
mélange, leur chaine carbonée et leurs caractgresi physico-chimiques. Mais on peut
regrouper ces derniers sous deux grands labedcatburants lourds, de densité supérieure a 1
(ex. fuels lourds), et les carburants légers, desitie inférieure a 1 (ex. essences et gazoles)
(Fig. 1) (Saada et al. 2005 ; Boust et Lebretorf201

gaz (butane
et propane)

essence

légére (naphta)

assence
lourde (super)

kérozéne

pétrale
brut

gazole

fioul
domestique

=

four de
distillation

fioul
lourd

Figure 1. Produits issus de la distillation du pétrole enctan de la température et de la

densité.
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3. Classification

Il existe de nombreuses classifications des hydboras selon divers critéres considérés, mais
également, selon qu'ils résultent de procédés lokécktion propre a une structure particuliéere
ou une autre. Cependant, une classification irgarége des types d’hydrocarbures selon un
regroupement analytique (méthodologie d’analysatidae pour tous les produits du groupe
considéré), et/ou hydro-chimique (des produitssgucomportent de fagcon similaire dans les
nappes) a été établie par Lemiére et son équip@l)2d en ressort les différents groupes
suivants :

- Les DNALP (Dense Non-Aqueous Phase Liquids) iarent les produits qui généralement,
forment une phase distincte de la phase aqueusm pa'ils sont non miscibles a celle-ci.
Selon que la densité est inférieure ou supéridars a 1, la phase lipidique peut étre au-dessus
ou au-dessous de la phase aqueuse.

- Les COV/VOC (Non-Halogenated Volatil Organic Campds) : désignent les hydrocarbures
principalement caractérisés par leur forte votatili

- Les SVOC (Semi-Volatil Organic Compounds) : regrent les composés a volatilité moindre
gue les COV mais présentent en général les mémast@astiques que ces derniers.

- Les CAV (composés aromatiques volatils) : sorti@ment trés voisins des COV de par leurs
propriétés physiques, mais different au plan tdrigigjue et chimique.

- Les BTEX (Benzéne, Toluéne, Ethylbenzéne, Xylérsgnt des composés CAV usuels tels
gue le benzene, le toluéne, I'éthylbenzéene et lieney

- Les CFC (Chlorofluorocarbones) : quant a euxaoegent de nombreux composés halogénes

dont certains hydrocarbures aliphatiques. Ce semtéllents solvants et caloporteurs.

[I. Pollution et polluants

1. Généralités

Quils soient émis par I'homme (d'origine anthrop&), ou non (d’origine naturelle), les
polluants sont en générale, soit de nature phyglga@roduits de la radioactivité par exemple),
chimiques (gaz, aérosols...) ou biologiques (poltenjsissures toxiques...) (Charpin et al.
2016).

Dadrasnia et Agamuthu (2013), dans leur travailasbiorestauration des sols contaminés par
le diesel, ont indiqgué que chaque année dans ledepomne estimation de la quantité
d’hydrocarbures déversés dans les eaux et lesfasiait état de chiffres alarmants, a hauteur

de 1,7 a 8,8 millions de tonnes.
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2. Categories de polluants

On peut classifier les types de polluants en deuncipaux groupes : les polluants primaires,
et les polluants secondaires (XPair 2020).

2.1. Polluants primaires

Les polluants primaires sont avant tout, des tesgexistants dans I'environnement sous la
forme dans laquelle ils ont été émis. lls comprenpeancipalement le dioxyde de soufre O

le dioxyde d’azote (N@), les hydrocarbures aromatiques polycycliques (jaPles composés
organiques volatils (COV) dont ceux labélises BTE>€ux-ci contribuent activement a la
formation de pluies acides, au réchauffement @®lehe d’ozone, a la recrudescence des cas
de cancers ... (Xpair 2020).

La présence dans I'environnement de ces polluatte eésultat des activités humaines avec
I'exploitation de combustibles fossiles, de la bamse, procédés de transformation des COV et
de l'agriculture (Chaouki 2016 ; Charpin et al. 81 es polluants primaires généreés par les
HAP, sont la plupart du temps naturels. lls sdoérés particulierement en abondance dans
I'atmosphére pendant les feux de forét, qui chasunge, entrainent la pollution de I'air & raison
de 2000 tonnes de composés (Chaouki 2016).

Les métaux lourds tels que le Plomb, I’ArsenicCeedmium, le nickel ou encore le mercure,
sont contenus dans l'essence et donc relachésladomée des pots d’échappements des
véhicules, ou encore par I'activité de I'industmétallurgiques (Charpin et al. 2016).

2.2. Polluants secondaires

L'existence de polluants secondaires dans l'envieoment est due, a l'opposé, a la
transformation des polluants primaires en de naweamposeés (tout aussi dangereux voir
plus que leurs prédécesseurs dans certains cdg)t das interactions avec d’autres molécules
du milieu, ou au contraire, dans des processussieutturations naturels de ces derniers. Et
c’est le cas principalement du gaz ozong),(Qui résulte de l'interaction entre le monoxyee d
carbone, certains oxydes d'azote et composés gigamivolatils, dans des conditions
atmosphériques bien précises (Chaouki 2016).

3. Conséquences de la pollution par les hydrocarbas

La pollution des sols par les hydrocarbures p&rslpeut constituer des menaces d’explosions
et d’'incendies, la perturbation des processus égaes et l'infiltration de ces polluants dans
les nappes phréatiques (Saada et al. 2005).

A court et a long termes le déversement des hydraoes dans les écosystémes terrestres peut
avoir un impact direct ou indirect sur la vie dares milieux. De facon directe chez les

organismes vivants, on peut assister a des suiboséisphyxies, une réduction de la mobilité,

5
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des retards de croissance, des déformations regees et morphologiques, une réduction
importante des interactions sociales et d'impostdrdubles dermatologiques dans le cas de
contact cutané.

Indirectement, on assiste a des intoxications @esp de zones non polluées, par ingestion de
proies contaminées ultérieurement sur d’autres ghtacaulay et Rees 2014). L’exposition
réguliére a ces polluants, pourrait accroitre $gue de développer un cancer chez 'lhomme
ainsi que provoquer des altérations graves deysiarae rénal, cardiague, dermatologique et
gastro-intestinal (Alvim et Pontes 2018).

Au-dela des conséquences qui découlent de la cordgdon des sols ou fonds marins par le
déversement des hydrocarbures dans leur écosystespestifs, I'exploitation des ressources
pétroliferes par l'industrie, ainsi que la consortiora quotidienne de carburants par les
véhicules et autres dispositifs qui en dépendeanitéinent, générent une grande quantité de
pollution par gaz d’échappements contenants de remitoxiques (radioéléments, métaux
lourds, CO, NOx, COV,...) qui posent d'importants leames respiratoires, le réchauffement
de la planéete, la disparition de certains habitatarels a équilibre sensible... etc. En outre, on
enregistre une explosion d’années en années, desl’asthme, de maladies allergiques
respiratoires ou cutanées, des pathologies caadiotNaires et cardio-pulmonaires. Le taux de
mortalité lié aux maladies cardio-pulmonaire adéédlleurs en hausse de 9 % en 2016 (Charpin
et al. 2016).

lll. Biodégradation des hydrocarbures

1. Généralités

Suite a une contamination par les hydrocarburessdés et la vie qui y regne seront le théatre
d’'une série de réactions qui vont favoriser la dégtion de ces polluants.

La biodégradation des hydrocarbures est régie aieguits niveaux, par différents types
d’interactions d’'une part, entre les polluantsestinicroorganismes et d’autre part, du fait de
la nature du sol, des mouvements physiques ainsi dg la dynamique entre ces
microorganismes et leur environnement immediat.

Dans des conditions normales, c’est-a-dire en &abs de pollution, les microorganismes du
sol sont les principaux acteurs de la métaboliaties composés organiques d’origines
végétales ou animales contenus dans celui-ci. Erdegollution, ces microorganismes sont
sollicités pour leurs facultés naturelles, mais trge, étant donnée la quantité importante de

polluants déversée et la vitesse a laquelle laacointtion a lieu, ils peuvent se révéler
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incapables de travailler dans les conditions ndesemposées par cet environnement, et ont
donc besoin d’'un temps d’adaptation au cours dugaalrganismes mutants qui présentent les
enzymes nécessaires a leur survie sont sélectigBidzsid 1998 ; Chikere et al. 2011).

2. Mécanismes d’adaptation des micro-organismes

Trois modeles d’adaptation sont couramment adrhils gont étroitement liés a la présence ou
'absence chez ces micro-organismes des enzymegiaed pour faire face au polluant. La
présence de ces enzymes est due a deux causesasajeusélection environnementale et les
mutations spontanées (Bidaud 1998).

- Dans le premier cas, si certains des microorgagsspossedent déja I'outil enzymatique
nécessaire au moment du contact avec le polllargeiont sélectionnés de fagon naturelle et
on assistera a une augmentation du nombre d’ingivig leur communauté par consommation
de la nouvelle source de carbone.

- Si, au contraire, ils sont dépourvus des enzyméegssaires mais possedent quand méme la
capacité (génétique) de les synthétiser, il leudfa plus de temps, avant de commencer
effectivement a consommer cette nouvelle souraauttément.

- Dans le dernier cas, par recombinaison génétigseplasmides qui possedent le géne qui
code pour cette enzyme, seront transmis a leugér@mes. Le gene codant pour cette, fonction
peut étre porté aussi bien par le chromosome heactélasmide, que les transposons et 'ADN
phagique (Bidaud 1998).

De nombreux parametres qui caractérisent le mai@si que les conditions générales du
processus de sélection, vont favoriser ou au doatranhiber l'adaptation des micro-
organismes (Stauffert et al. 2010). En d’autresiés; si pour une concentration de polluants
trop importante, la toxicité due a celle-ci peupécher les microorganismes mutants de croitre
en induisant leur mort, au contraire, a faible @mation, la quantité de nutriment a
meétaboliser est bien trop insuffisante pour quilsssent se développer ou établir I'adaptation
attendue. Aussi, lorsque I'adaptation est due aconeentration importante de polluants, trés
rapidement cette nouvelle faculté peut étre peadugesure que la pression exercée sur ces
derniers s’amenuise (Bidaud 1998).

3. Transformation

Dans la these de Bidaud (1998), cing facteurs prégmants ont été identifies comme étant a la
base de la transformation des toxiques. De facauirstte, ce sont : la minéralisation, le
co-métabolisme, la polymérisation, I'accumulatianles effets secondaires de l'activité

microbienne.
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a. Minéralisation

La minéralisation consiste en une consommationaflugnt en tant que source de carbone et
de nutriments principale, par les microorganismesr deur croissance. Au cours de leur
meétabolisme aérobie, ils convertissent les polkiantganiques primaires, en d’autres
composants inorganiques (dont le dioxyde de carlppmeipalement), débouchant sur une
disparition totale du polluant dans son état ihitia

b. Co-métabolisme

De facon aléatoire, les enzymes de faible spéficies microorganismes, destinées a
meétaboliser un substrat donné, modifient égalenttatitres molécules non cibles. Ces
composés sont ainsi co-métabolisés et ne sontédmEssairement utilisés pour la croissance
microbienne. lls n’ont donc en général aucune erfize sur elle.

c. Polymérisation

Elle consiste en une association des molécule®liiuapt aux particules du sol, formant ainsi
des complexes qui seront probablement métabollg&$seurement par les micro-organismes.
Ce type de réactions diminue largement la toxidée polluants en cause.

d. Accumulation cellulaire

Considérée comme passive ; les cellules microbg&emertes, possédant des capacités
adsorbantes équivalentes ou supérieures a cebesetleles vivantes, se gorgent de polluants
sans nécessairement impliquer de biodégradatiae, parfois de facon irréversible.

e. Biodégradation non-enzymatique

De facon indirecte en causant une alcanisationneuagidification du pH de leur milieu, les
micro-organismes peuvent entrainer I’hydrolysel@d@sons des hydrocarbures.

4. Consortium microbien et biofilms

Plusieurs études ont prouvé l'efficacité de I'stliion du consortium pour contrer les limites
de l'adaptation des bactéries aux conditions hietsget abiotiques auxquelles elles étaient
soumises, aprés avoir été transférés d’'un midesitu vers un milieuin-situ. Et celui-ci,
présente I'avantage d’'une meilleure adaptabiligdavvis du stress environnemental. De plus,
transféré sous forme de biofilm, ce consortium Eeuvivre plus longtemps et ce, méme en
situation de carence en nutriments, touaerliorant la biodégradation par augmentation de la
densité microbienne. Il offre également de meikbsuchances de survie a des températures
élevées, puisque le biofilm est entouré d’'une roatcontenant des polyméres extracellulaires

qui le protege efficacement (Farber et al. 2019).
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Dans le méme temps, les bactéries elles-mémeswgratiedéveloppent de nouvelles aptitudes
par synthése d’enzymes de dégradation et de pre$onabdification physiologiques qui
permettent d’assurer leur survie méme aprés agrepar usage de détergents (Mariani 2007).

IV. Bioremédiation

1. Définition et généralités

La bioremédiation est une technique qui consistéutitisation de microorganismes et/ou
plantes qui vont décontaminer le sol en transfotn@s produits toxiques de celui-ci en
produits non toxiques (Alvim et Pontes 2018).

Abatenh et al. (2017) quant a eux, décrivent ladmediation comme un mécanisme de
recyclage biologique des déchets réalisé par legoonganismes vivants. Ces derniers
transforment les déchets en matiéres réutilisablesettent ainsi a disposition des autres
organismes, cette nouvelle source de nutrimentss [@a processus, les enzymes servent de
catalyseurs de réactions chimiques au cours ddeguiels polluants sont transformés en
biomasse de production, ainsi qu'en énergie. Lggludu temps, les organismes vivants
utilisés lors de ce processus sont les bactéegshlampignons, les archées ainsi que les plantes.
llIs sont communément appelés bioremédiateurs (Abateal. 2017).

2. Facteurs influencant la bioremédiation

L’efficacité du processus de bioremédiation estihéinée par de nombreux facteurs biotiques
et abiotiques dont la nature chimique et la comeéinh du polluant, I'uniformité de la
répartition du polluant dans le sol, les caradi@ues physico-chimiques du milieu, et leur
disponibilité pour les organismes. Les facteursdgiigues sont grandement déterminants pour
I'optimisation des réactions également, a travessnutations, les interactions intraspécifiques
(compétition, prédation, succession), la compasigt la taille de la population ainsi que le
seuil critique de sa croissance (Abatenh et al7p01

Parmi les facteurs abiotiques, certains parametresronnementaux (température, taux
d’oxygéne, humidité, pH, ions métalliques, ...) peuy@ar une optimisation tres précise donner
des résultats convaincants. Les nutriments donicipalement le phosphore et I'azote
disponibles naturellement en faible quantité, daiv&re ajoutés au milieu pour optimiser le
rapport bactérien ; améliorant de ce fait I'effit@dae la biodégradation. On note aussi que le
salicylate ajouté au milieu peut aider a amélidesrrésultats. De plus, les meilleurs résultats

de bioremédiations ont été observés en aérobidsggyegh et al. 2016).
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3. Avantages et inconveénients de la bioremédiation

La bioremédiation présente de nombreux avantagesa@tvenients qu’il convient d’énumérer.
a. Avantages

Parmi les avantages de son usage, on peut citardetére naturel de ce procédé, dont les
produits de traitements (G@t biomasse cellulaire) sont relativement inofiisngl peut se
faire in situ car n’entraine pas de perturbations majeures atgivité normale. Cela permet
d’éviter le risque de contamination pendant ledpamt de la matiere a dépolluer d’'un endroit
a un autre. La rentabilité des codts est bonreetecthnique est simple et non intrusive. De plus,
elle est durable et respectueuse de I'environnepigrdut étre adaptée selon le milieu concerné
(Abatenh et al. 2017).

b. Inconvénients

Le fait par contre, que seuls les composés biodagtas soient transformables, est un des
inconveénients de la technique. Il est aussi possjbe les produits de dégradation dans certains
cas soient plus toxiques que les polluants de Haeeplus l'ajustement des conditions
environnementales et des différents autres facthit$tre réalisée de facon tres précise, au
risque d’obtenir des résultats faiblement satisfatis. L'adaptation de I'échelle de laboratoire
a une échelle plus grande est difficilement reblesaViais également, c’est un processus lent,
nécessitant une expertise rigoureuse (Abatenh 20ar).

4. Bioremédiateurs

Il existe au moins 79 genres bactériens qui peuwsliger les hydrocarbures comme seule
source de carbone et d'énergie, ainsi que 9 geereganobactéries, 103 genres fongiques et
14 genres algaux connus pour dégrader les hydnoesmb |l a été répertorié dans la
bibliographie plus de 175 genres de bactéries ¢tapate se développer en utilisant des
hydrocarbures comme seule ou principale sourcead®ne. De plus, les bactéries sont plus
polyvalentes que les champignons ; elles prennent dine plus grande part lors de la
biotransformation des hydrocarbures. Cependamtyih pas d'espéce unique qui dégradera
complétement une classe complexe d'hydrocarbuleSgyegh et al. 2016).

Les genres les plus fréequemment décrits danddeditire comme ayant la capacité de dégrader
un large éventail de composés pétroliers sontudtsronas, Sphingomonas, Acinetobacter,
Alcaligenes, Micrococcus, Bacillus, FlavobacteriumArthrobacter, Alcanivorax,
Mycobacterium, Rhodococcus, Actinobacter, Achronotdra Flavobacterium, Ralstonia. g
Microbacterium sp. (Montagnolli et al. 2014 ; Abateet al. 2017). Le genre Aspergillus. (
niger, A. fumigatus) ainsi queFusarium solani et Penicillium funiculosum sont egalement des
bioremédiateurs de dégradation des hydrocarburestéAh et al. 2017).
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4.1. Mécanismes utilisés par les bioremédiateurs

a. Biosurfactants

Les biosurfactants sont des molécules amphiphdastituées d’une partie hydrophile (acides
aminés et polysaccharides), et d’une autre hyddopliacides gras saturé ou insaturé). Selon
la nature biochimique, il existe cinq familles mipales de biosurfactants : les glycolipides, les
lipopeptides, les phospholipides, les liposaccleariét les lipides neutres (Belmenai et
Benhafed 2015).

Présentant les avantages d’étre biodégradablesgoement a leurs homologues synthétiques)
et la possibilité d’étre utilisés en conditionsrértes, les biosurfactants sont employés de
diverses maniéres et en particulier dans la biaueation, pour réduire le rapport volumique de
la phase huileuse afin d’en faciliter la dispersitds en accélérent de ce fait le processus de
biodégradation et favorisent une meilleure perforoeades communautés microbiennes. Une
étude a démontré que les biosurfactants extraigsta deB. subtilis améliorent effectivement

la biodégradation d’une large variété d'hydrocabymétroliers (Montagnolli et al. 2014).

b. Enzymes

Sans aucun doute, les enzymes principales au cedardggradation des hydrocarbures sont
majoritairement les oxygénases, puisqu’elles catatly 'ajout d’'oxygene moléculaire au
substrat (Fuentes 2014). Elles comprennent les oxygénases et les dioxygénases, et
généralement, sont spécifiques aux milieux aérofstin 2011). En anaérobie par contre
'équivalent des oxygénases sont les hydroxylases,peu spécifiques. Cependant, d’autres
enzymes sont impliquées dans les réactions emjsweé la dépollution (Poulicek 1970).

En outre, les microorganismes ne possédent passtteg enzymes et outils nécessaires pour
dégrader totalement le pétrole de fagon isoléaldigent donc la plupart du temps, travailler
en consortium.

4.2. Amendements organiques

L'utilisation comme source d’amendement des bouatgées et du compost, pourrait avoir un
effet inhibiteur sur l'activité enzymatique du sohr ces nouvelles sources de carbone
contiennent également de nombreux métaux lourdsikidang et al. 2002).

Le type d'amendement organique utilisé peut infteete taux de biodégradation. En effet, il
a été rapporté que lors d’'une étude, 85 % du canbuliesel a été dégradé sous compostage
thermophile généré par des biodéchets frais malsrsent 35 % de réduction a été enregistré
lorsque du compost mature a été utilisé (Macaul®ees 2014).

Une étude comparative de l'efficacité des techrsguasitu etex-situ révele un écart vis-a-vis

de I'adaptation sur terrain des données obtenuéabenatoire. Ces échecs résulteraient d’'une
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incapacité a prendre en compte et a comprendratebles dépendant de I'échelle comme le
transport de masse limites, I'hétérogénéité sgattles concurrences entre microorganismes.
Elle met aussi en lumiére I'impact direct de I'apgpen oxygene sur la qualité de la dégradation
et son rendement (Zytner et al. 2001).

4.3. Génie génétique et bioremédiation

Il a été rapporté le succes de l'utilisation desrobes génétiquement modifiés MGM ; utilisant
Pseudomonas fluorescens notamment, dans le domaine mais avec l'inconvénien leur
inaptitude a la compétition en raison de la demamaggétique que leur impose leur nouveau
matériel génétique recombiné, en plus du dangeladearoliféeration. Pour remédier a ce
probleme, certains scientifiques ont alors suggdigtegrer a la construction génique un géne
suicide afin de maitriser la croissance des MGMteCproposition est controversée car elle
entrainerait des conséquences bien plus lourdeseepour I'environnement dans I'éventualité
ou ce gene suicide serait diffusé aux populatiodgyenes non cibles. Avec le cout élevé des
travaux et les nombreuses restrictions imposéeepéuis, il n'est pas aisé d'utiliser les MGM
pour la bioremédiation (Macaulay et Rees 2014).
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Méthodologie

1. Objectif
Cette étude consiste en une caractérisation mmaahque de différents échantillons de sols

pollués par du pétrole.

2. Matériels et méthodes

2.1. Matériel

2.1.1. Echantillons de sols étudiés

Trois échantillons de sols ont été prélevés detwdifftes profondeurs (10, 50 et 80 cm) a
proximité d’'un bac de stockage du pétrole situésdi@nrégion de Ain Salah (wilaya de

Tamanrasset) (Fig. 2).

.
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Figure 2. Echantillons de sols étudiés.

Les échantillons de sols, quoique prélevés a miutméme site, présentent des textures et des
couleurs relativement différentes en fonction dprtZfondeur au niveau de laquelle ils ont été
prélevés. L’échantillon E1 a été prélevé a uneqradéur de 10 cm, il présente une texture
composite, en agrégats de taille moyenne et degpalivrée. L’échantillon E2, prélevé a 50
cm de profondeur présente une texture et une cowemblable a celui-ci. Alors que
I'échantillon E3 qui a été prélevé a 80 cm de pmdfur présente une texture plus sableuse,

homogene et une couleur plus fonceée.
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2.2. Méthodes
2.2.1. Préparation des échantillons et ensemencenhen
Des suspensions ont été préparées a partir destidloha de sols dans de I'eau distillée
stérile. Par la suite, des volumes allant de OQL5aml ont été ensemencés a partir de ces
suspensions sur plusieurs milieux de culture aisavo
- la gélose nutritive : milieu largement utilisé yoola culture des micro-organismes peu
exigeants).
- les géloses King A et King B : utilisée pour Eractérisation des Pseudomonas par la mise
en évidence de la production de pigments spécsidioresceine (pyoverdine), pyocianine).
- la gélose Chapman : milieu sélectif pour l'isodetndes staphylocoques. Il permet aussi de
différencier les espéces fermentant le mannitaledies qui ne le fermentent pas.
- la gélose MacConkey : milieu d’isolement ordieailactosé et sélectif des bacilles a Gram
négatif et entériques non exigeants.
- le milieu Bushnell Haas: utilisé pour son rdle slabidentification de bactéries
hydrocarbonoclastes. Comme il contient tous lesélds nécessaires a la croissance excepté
une source de carbone, celui-ci permet le dévetoppedes microorganismes en fonction de
I’hydrocarbure ajouté a étudier (Obi et al. 2016).
* Une fois les géloses ensemencées, celles-ci stutiérs a 25° C pendant 24 h a 1 semaine
en fonction de la croissance microbienne.
2.2.2. Isolement et purification des souches micr@nnes
Apres I'apparition des colonies sur les géloseesei sont repiquées sur des milieux de
culture neufs cette opération est répétée plusiéniss jusqu’a l'obtention de cultures
microbiennes pures. Apres chaque repiguage unenvalliem macroscopique des colonies
formées ainsi qu'une observation microscopiqueaddisiles sont effectuées pour vérifier la
pureté des cultures microbiennes obtenues.
a. Observation macroscopique
Sur le plan macroscopique, nous nous sommes baséssscriteres suivants pour apprécier
les colonies formées :

e Lacouleur

* Lataille (diametre)

* Laforme (ronde, filamenteuse...)

* Les bordures

» L’aspect de la surface (lisse, rugueuse ...)
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» L’élévation (colonie bombée, plate, ...)
b. Observation microscopique
L'observation de I'aspect macroscopique des diffé&r® colonies nous permet de distinguer
dans un premier temps les bactéries des champigbesdors, cette distinction nous indique
la marche a suivre quant au type de coloration @watégour une bonne observation
microscopique.
Ainsi, pour observer au microscope les champignoogs avons eu recours a la technique de
Drapeau qui permet une observation a I'état fraislthcune de ses composantes.
Pour I'observation des bactéries, nous avons peéges frottis sur lesquels on a procédé a

une coloration simple et une coloration de Gram.
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Résultats

1. Microorganismes isolés
Le nombre de colonies microbiennes obtenues ar hasi trois échantillons de sols étudiés

est représenté dans le tableau 1.

Tableau 1. Récapitulatif du nombre de colonies obtenuesphantillon.

Milieux de culture Total de
Echantillons Geélose Mac  Bushnell MSM King King choslgp\ZZS
Nutritive  Conke) Haa: A B
E1 (10 cm) 6 0 1 0 2 1 10
E2 (50 cm) 2 0 2 0 2 0 6
E3 (80 cm) 9 0 2 3 5 1 19

Les figures 3 et 4 représentent les pourcentagehalgue type de microorganisme obtenu a
partir des trois échantillons de sols pollués parédtrole.
On remarque gque les cocci a Gram positif prédontidans tous les échantillons de sols

analysés.

2.86%

= Cocci Gram + 8.60%

0,
Coccobacilles L2l

Gram -

Moisissures
20%

Levures

= Cocci Gram - I

Figure 3. Types et pourcentages des microorganismes obéepair des 3 échantillons de

sols pollués par le pétrole.
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L’analyse microbiologique de I'échantillon E1 réxéh présence de cocci a Gram positif, de
coccobacilles a Gram négatif ainsi que des moigssi’échantillon E2 est semblable a E1
excepté l'absence des coccobacilles. Cependardhafdillon E3 qui a été prélevé en
profondeur (80 cm) par rapport aux autres échansll a révélé une diversité
microbienne plus importante; on note la présencea®i a Gram positif et négatif, des

coccobacilles a Gram négatif ainsi que de moisésset levures.

Coccobacille
Gram -
30%

Moisissure
50%

E2

El

5.30%

= Cocci Gram +

Coccobacille Gram - 15.80%
Levure
= Cocci Gram- 21%

Moisissure

E3

Figure 4. Types et pourcentages de microorganismes obtemssathaque échantillon de sol

pollué par le pétrole.

2. Observations microscopiques des microorganismeslés

Le tableau 2 représente les observations microgaepide quelgues microorganismes isolés
a partir des échantillons de sols.

On remarque la présence de moisissures du geneenétia ainsi que de levure dans les
échantillons E2 et E3. Cependant, les cocci a Qrasitif disposés en amas et en tétrades

prédominent dans les trois échantillons.
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Tableau 2.0bservations microscopiques des microorganisnoéésis partir des échantillons

de sols pollués par le pétrole.
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Discussion

Grace a la riche documentation qui a déja abordééation sous de nombreux angles, on sait
maintenant qu’il existe deux types de pollutiorongtuelle et diffuse. Lorsque le premier type
fait référence a des accidents isolés ou a la pontdion des périphéries de zones
industrielles. Le second désigne plutot I'accumaftatde polluants sur le long terme au
niveau de vastes écosystémes (Roger et Jacq 2D0W)s’agisse du premier ou du second
contexte, la pollution par les hydrocarbures resi préoccupation sanitaire qui nécessite une
attention scientifique particuliere.

L’émission du pétrole et ses dérivés dans I'enviesment conduit & une pollution de I'air, du
sol, de la nappe phréatique et surtout & une camétion de la chaine alimentaire. De plus,
les hydrocarbures pétroliers sont des polluantgjtes dont la majorité de leurs composeés
sont considérés comme cancérigénes et mutagened'lpmmme (Kaboré-Ouédrago et al.
2010).

L'impact de la pollution par le pétrole et ses dési sur I'environnement et les organismes
vivants dépend de leurs compositions et de leursartirations (Sakineh et al. 2012).

Cette étude a consisté en une analyse microbialegitg trois échantillons de sols pollués
prélevés a différentes profondeurs (10, 50 et 8) &rproximité d’'un bac de stockage du
pétrole.

Les résultats obtenus ont réveélé la présence demonganismes avec prédominance des
bactéries par rapport aux champignons. Ce réspétat étre expliqué par le fait que les
bactéries sont des organismes bien plus polyvaktntsit un champ d’action plus large et
restent ainsi qualitativement et quantitativemergéppndérantes pour métaboliser divers
substrats, méme si les champignons grace a legiseby arrivent a fixer efficacement des
guantités importantes de polluants (Chikere €2@il1).

En outre, le sol, constitué d'une fraction orgaeigi d'une fraction minérale, est le milieu
naturel de nombreux microorganismes tels que hastérchampignons, microalgues,
protozoaires... Cette diversité microbienne est uypoirtant indicateur de fertilité et de qualité
des sols. Ainsi en généréds champignons dans le sol sont responsablesd#Etanposition
des matieres organiques contenant notamment dgniad (Bidaud 1998). C’est le cas des
basidiomyceétes saprophytes, auxquels appartiegetge Alternaria isolé a partir de nos
échantillons.
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Aussi, de nombreuses bactéries qui appartiennémtgcroflore naturelle du sol, occupent
une fonction essentielle. Les bactéries hétérogsmontribuent par leur métabolisme a la
dégradation de la matiere organique du sol (Bouwer2011). Elles utilisent une grande
variété de substrats (acides aminés, huiles, atidesques...), les métabolites sont ensuite
libérés sous des formes aisément utilisables pavdgétaux. Elles peuvent également, en
présence des substrats libérés par les plantefipeanéeurs performances de biodégradation.
En raison de leur métabolisme plus diversifié,Hastéries sont donc naturellement, le genre
qui prédomine en milieu édaphique (Martin 2011).

De plus, la présence et I'abondance des microosgees dans les milieux pollués peuvent
s’expliquer par les ressemblances structuralespginalent entre les xénobiotiques et les
molécules complexes existants dans le vivant, sipétifiquement la lignine (Poulicek 1970).
Chez les bactéries, lors d’un premier contact d&®xénobiotiques, celles-ci ont besoin d’'un
temps d'adaptation (se traduisant par une phaskatdace) afin d’utiliser ces nouvelles
molécules comme source de nutriment. La phase tdack est généralement variable en
fonction de la complexité de la molécule, I'effit@cenzymatique et la distribution de la
molécule au sein de la communauté microbienne cnéeeet la biodisponibilité du polluant
ainsi que sa concentration dans le milieu (Ckiketeal. 2011). La biodégradation des
hydrocarbures pétroliers est assurée par un sys@magmatique spécifique, l'attaque
intracellulaire initiale est un processus oxydatdnt l'activation et l'incorporation de
'oxygéne est la réaction enzymatique clé catalyse&eles oxygénases et les peroxydases
(Das et Chandran 2010).

La biodégradation des hydrocarbures par les bastést induite par contact entre la cellule et
le polluant. Cette accessibilité est favorisée gamiotactisme et signalisation moléculaire
(Martin 2011). Cette dégradation suit deux voieagypales ; centrale (avec production d’'un
intermédiaire pris en charge dans le cycle de Kredtspériphérique (induit la dégradation
totale du composé en oxygene et dioxyde de carbone)

En outre, si on admet que I'échantillons de solemé&a 80 cm de profondeur a été exposé a
de faibles quantités de pétrole, cela justifidiaitiversité microbienne que nous y avons mis
en évidence. En effet, la concentration des pothuan faible quantité en profondeur (qui
résulte d’'une infiltration trés lente des polluadians le sol) peut expliquer la diversité
microbienne n’étant probablement pas exposée afame toxicité (Saada et al. 2005).
D’autre part, les microorganismes vivant en anaérak dégradent jamais totalement seuls
un compose, ils nécessitent toujours I'action desipurs autres souches (Martin 2011) d’ou

probablement, 'importance du nombre et diversédgrdcroorganismes isolés au niveau de la
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couche la plus profonde (E3). De méme, La faibledisponibilit¢é du polluant a ces
profondeurs ainsi que le manque d’oxygéne ont pir goour effet de rendre bien plus lente
la biodégradation de ce dernier et nécessiteridmaatonjuguée de plusieurs communautés
différentes comme le suggere I'étude de Martin 301

Dans la plupart des études menées par Chikere @Cdll), il est démontré que la diversité
microbienne du sol régresse fortement aprés unodpisde contamination par des
hydrocarbures, au profit de la colonisation du enilpar des populations dominantes ; qui ont
réussi a s’adapter en améliorant leur outil enziqunat De nombreux travaux, dont celui de
Margesin et al. (2007) ont montrés une prédominaeceertaines populations microbiennes
utilisant les hydrocarbures comme substrat apresambact prolongé avec eux. Ceci peut
expliquer la prédominance des cocci a Gram paddtifs les échantillons prélevés en surface
(E1 et E2). La présence des moisissures peutnsiiiuer qu’elles ont la capaciter d’utiliser le
polluant, soit étre due au fait que ces derniesasdént des spores qui peuvent étre facilement
véhiculées par l'air et étre déposées sur le sol.

Les résultats obtenus dans notre étude concorgientc@ux de Ghanem et al. (2016) qui ont
€galement isolés des champignons, dont le géieenaria, dont ils ont démontré les
capacités effectives de biodégradation des hydooces. Chez les champignons lignolytiques
dont le genrdlternaria, lors de la dégradation des hydrocarbures arooegigolycycliques,
par exemple ; on assiste a I'excrétion de 3 typeszgmes : les lignines-, manganeése-, et
phénol-oxydases. En plus de ces dernieres, unemenpyoduisant de la peroxydase est
synthétisée. Ces enzymes ont une action sur lanégmais peuvent hydrolyser aussi les
hydrocarbures puisqu’elles ont une faible spét¢éicipar le phénomeéne de cométabolisme. A
lissue de la réaction, des quinones (métabolitésrinédiaires) sont produits et mis a
disposition des bactéries aérobies.

Enfin, dans la plupart des travaux antérieurs susujet, de nombreuses bactéries a Gram
négatif et positif et de formes diverses ont étéesiien évidence dans des sols pollués par les
hydrocarbures, on cite les genres; Acinetobact®seudomonas, Enterobacter,
Corynebacterium, Arhrobacter, Micrococcus, Staptgytocus, Rhodococcus, Bacillus et
Sphingomonas (Montagnolli et al. 2014). De mémesiplirs genres et especes fongiques ont
été caractérisés par leur capacité a se propager lda sols, grace a leur mycélium, et a
produire des enzymes extracellulaires permettartisation des hydrocarbures, on cite ;
Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Rhizopus sp., Alternaria et Penicillium ggurnaz et
Blyukgungor 2016).
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Si I'intensification des activités humaines et msumérisme de notre civilisation moderne,
sans cesse croissants, ont grandement contriblEssar de l'industrie pétroliere, il s’avere
que la surconsommation d’hydrocarbures qu’ils owgiemdrée a été une catastrophe aussi bien
pour I'hnomme que pour I'écosystéme dont il faittjgar
C’est d’'ailleurs ma par le désir d’atténuer lesszuences néfastes de la pollution causée par
les hydrocarbures que nous nous sommes intérekspsodlématique des sols contaminés aux
hydrocarbures.
Au cours de notre étude, nous avons tenté d’obsBimgact du déversement du pétrole ou de
ses dérivés sur la microflore du sol. Ceci a travwame analyse microbiologique de trois
échantillons préleveés, a proximité de bacs de sipekiu pétrole, a différentes profondeurs du
méme site (Ain Salah, wilaya de Tamanrasset).
Nous avons au total pu isoler 35 colonies a paesr3 échantillons de sols dont majoritairement
des bactéries, avec prédominance des cocci a Guaitif.dfNous avons également identifié de
facon distincte le genmdternaria parmi les moisissures isolées.
A travers ce travail, nous avons pu constater ongposition et diversité microbienne réduites
dans les sols analysés reflétant I'effet toxiquepétnole sur la microflore du sol.
Méme si écourté par le temps (dans le contexteide sanitaire mondiale, COVID-19, qui a
prévalue durant I'étude), nous n'avons pas totalgr@ en mesure d’achever ce travail, il n’en
demeure pas moins intéressant d'y envisager arliade nombreuses applications notamment
en bioremédiation.
Ce travail peut étre amélioré sous divers aspects :
- Une purification suivie d’'une batterie de testsnoiologiques (pour I'évaluation de la
production de biosurfactants par exemple),
- Une étude approfondie portant sur la synthese masrees induite en fonction du type
d’hydrocarbure.
- Une approche métagénomique par séquencage dirk&Di¢ des différentes souches,
en vue d’'une caractérisation moléculaire.
- Une évaluation du potentiel de dégradation d’hydrioagre de chaque souche isolée,

puis en synergie.
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