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Résumé

Résumé

La pollution de I'environnement par les hydrocadsupétroliers constitue une menace importante
a cause de leurs propriétés toxiques et cancésgérar déversement dans I'environnement peut
étre d’origine naturelle ou anthropique, volontaiteaccidentel engendrant de graves dégats sur
les écosystémes mais aussi sur la santé humaine.

Cependant, malgré leur toxicité, certains organssnwvants plus particulierement les
microorganismes ont pu développer des aptitudesvavee sur certains polluants.

Dans cette étude, nous avons tenté une caradmigaicrobiologique de trois échantillons
d’hydrocarbures pétroliers a savoir le pétrole deitondensat et le slop afin de déterminer si des
microorganismes pouvaient se développer sur ceginsubstances connues pour étre toxiques.
A l'issue de cette étude, 17 colonies microbieroréu étre isolées a partir des trois échantillons
d’hydrocarbures pétroliers, dont majoritairemers bactéries sous formes de cocci a Gram positif
mais aussi des moisissures.

On en conclu que malgré la toxicité rapportée dgslrdtarbures pétroliers, divers
microorganismes arrivent a survivre dans ce milestile en I'utilisant comme source de

nutriments ou simplement y demeurant sous une femaormance.

Mots clés : Pétrole, hydrocarbures pétroliers, pollution, bgraéation, microorganismes

hydrocarbonoclastes



Abstract

Abstract

Environmental pollution by petroleum hydrocarbossa major threat to all environmental
ecosystems and human health because of theirdogicarcinogenic properties. Their release into
the environment can be of a natural or an anthrepiegorigin voluntary or accidental.

However, despite their toxicity, certain living argsms, particularly microorganisms, have been
able to develop the ability to survive on certaiiytants.

In this study, we attempted a microbiological cleteazation of three petroleum hydrocarbon
samples namely crude oil, condensate and slopterndime if microorganisms could grow on
these kinds of substances known to be toxic.

At the end of this study, 17 microbial colonies lcble isolated from the three samples, mostly
bacteria in the form of Gram-positive cocci bubatsolds.

We conclude that despite the reported toxicityesf@eum hydrocarbons, various microorganisms
manage to survive in this hostile environment bingist as a source of nutrients or simply

remaining there in a dormant form.

Keywords : Petroleum, petroleum hydrocarbons, pollutiondegradation, hydrocarbonoclastic

microorganisms.
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Introduction

I ntroduction

L'exploitation humaine des gisements de pétroleces&sé d'augmenter depuis le début du 20
siécle ; celui-ci est considéré, non seulement cefiamatiére premiére pour I'industrie chimique,
mais eégalement comme la source d’énergie la ploeddée (Soultani 2004).

La croissance exponentielle de I'extraction, dodpart, de la transformation et de I'utilisation de
cette source d'énergie a multiplié les risquesatgarninations accidentelles et chroniques des
écosystemes aquatiques et terrestres.

Certains composés pétroliers (ou hydrocarburesjgrgwprésenter une grande toxicité du fait de
leurs pouvoirs mutagénes et/ou cancéerogenes. EB, 187ont été inscrits dans la liste des
polluants prioritaires établie par I'agence pouptatection de I'environnement des Etats-Unis
(Environemental Protection Agency) (Verdin et &02).

L'élimination des hydrocarbures de I'environnenmgdessite l'intervention de différents facteurs
biotiques et abiotiques. Parmi ces facteurs, lddgoadation par les microorganismes appelés «
hydrocarbonoclastes » est le processus naturellug important dans la dépollution de
I'environnement.

La biodégradation des hydrocarbures par les migesosmes a été mise en évidence dés 1946 par
ZoBell. Depuis cette date le nombre d’espéces hanties identifiées possédant cette propriété
n'a cessé d'augmenter (Soultani 2004).

De ce fait, la bioremédiation consistant en I'expliion des capacités meétaboliques des
microorganismeshydrocarbonoclastes apparait comme une solutiogrnalive écologique
puisqu’elle est naturellement gérée par les migamismes et nécessite aucun apport chimique,
mais également la moins couteuse. Seulement, &llia d’étre parfaite puisqu’elle présente
quelques limites.

Dans ce sens, ce travail a pour objectif d’'isotedeecaractériser des microorganismes (bactéries
et champignons) hydrocarbonoclastes a partir ad&ndillons d’hydrocarbures pétroliers a savoir

le pétrole brut, le condensat et le slop.
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|. Hydrocarbures pétroliers

[.1. Généralités

[.1.1. Pétrole

Le pétrole est une ressource précieuse, il esttitadgi’'un mélange de milliers de composés
formés a partir de différents matériaux organiguea. formation s’effectue par conversion
anaérobie de la biomasse sous haute pression péraiare (Feknous 2017). Les pétroles bruts
sont des mélanges extrémement complexes d’hydnoesrbet d’'autres constituants mineurs,
comme des métaux (dont le nickel, le vanadium, Uevre...), des composés polaires qui
contiennent de l'azote, du soufre ou de I'oxygéehales molécules polaires de faible masse
moléculaire appelées résines ou plus lourdes étgnobupées sous l'appellation d’asphalténes
(tableau 1)Selmoun et Benkhebcheche 2016).

[.1.2. Hydrocarbures

Les hydrocarbures sont des composés organiquegrigixes multiples, formésxclusivement
d’atomes de carbone et d’hydrogéene (Feknous 2017).

Les hydrocarbures constituent la fraction la phagartante d’un brut pétrolier, ils représentent
entre 65 et 95 % de la plupart des pétroles bRakqu Mbogne 2017).

Tableau 1.Composition élémentaire des hydrocarbures pétso{ffeEokou Mbogne 2017).

Eléments Pourcentage (%)
Carbone 83 a 87
Hydrogéne 10a14

Azote 0laz2
Oxygene 0.05a6

Soufre 0.05a6

Métaux (Al, Ni, ...) <0.1

I.2. Classificationdes hydrocarbures pétroliers

Les hydrocarbures pétroliers peuvent étre classateex grandes familles principales qui sont
présentes dans le pétrole en proportions variagles I'origine géographique et géologique : les
hydrocarbures aliphatiques et les hydrocarburenatiques (Fig. 1) (Fokou Mbogne 2017).
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[ Hydrocarbures]
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Figure 1. Classement des hydrocarbures en fonction de tewatsre.

[.2.1. Hydrocarbures aliphatiques
Les aliphatiques sont divisé en familles : alcanes, alcénes et albyimeis2(019).
a. Alcanes (hydrocarbures saturés)
La chaine carbonée des saturés est constituée uniquement de liaisons Biekglesi¢he 2014)
parmi les hydrocarbures saturés on distingue :

- Alcanes linéaires (n-alcanes)
Leur longueur varie de 7 & 40 atomes de carbolsesynstituent une des classes les plus
abondantes (10 a 40 % des hydrocarbures totauxbdiurpétrolier Iéger et peuvent atteindre
dans certains cas 60 %) (Hassaine 2016).

- Alcanes ramifiés (isoparaffines)
Les alcanes ramifiés les plus abondants sontdealtsines (groupement méthyle en position 2).
Les autres composés ramifiés antéiso (groupemeityfaén position 3) ou polyramifiés tels
gue les isoprénoides sont beaucoup moins nomb@asxcomposés se trouvent dans le pétrole
brut a des proportions sensiblement égales a ades-alcanes (Hassaine 2016).

- Cycloalcanes (naphtenes)
Les cycloalcanes renferment des composés cycli@guesu 6 atomes de carbone) saturés et le
plus souvent substitués. Quelques dérivés polyapyes sont aussi présents et certains d’entre
eux tels que les stéranes et les triterpanes soattéristiques d’'un pétrole brut. Cette famille

peut représenter entre 30 et 50 % des hydrocarbateasx d’'un pétrole brut (Soultani 2004).



Synthése bibliographique

b. Alcénes (oléfines)

L'alcene est un composé chimique insaturé contenamtoins une double liaison (C=C) résultant
du fait qu'ils contiennent deux atomes d'hydrog&menoins. L'alcene le plus simple est I'éthylene
(C2H4) (Dilmi 2019). Les alcenes sont associés produits pétroliers issus du raffinage
(Boudreau et al. 2015).

c. Alcynes (acétyléenes)

Les alcynes sont des hydrocarbures qui ont urle tiggson entre deux atomes de carboredy;

et ont une formule de (CnH2n-2) (Dilmi 2019). Lésyaes sont rarement associés au pétrole et
aux produits pétroliers (Boudreau et al. 2015).

[.2.2. Hydrocarbures aromatiques

Ces composés sont dominés par des composés monet, td-aromatiques, ils sont moins
abondants que les alcanes, et ne représententOga8Qd % des hydrocarbures totaux d’un brut
pétrolier (Soultani 2004). lls sont répartis enxdtamilles :

- Les hydrocarbures aromatiqgues monocycliques (HA&H que les BTEX (benzene, toluéne,
ethylbenzéne, xylenes) (Fokou Mbogne 2017).

- Les hydrocarbures aromatiques polycycliques saugbrégés en HAR.eur arrangement en
structure cycligue comporte au moins deux cyclesnatiques condensés de type benzére
fluoréne et le benzo(a)pyréne sont des exemplea®'{riffault-Bouchet et al. 2015).

[.3. Utilisations

Les dérivés obtenus a partir du raffinage du pétooit de multiples applications : ils alimentent
les transports (voitures, camions, avions), ilsvesgr comme combustible dans le chauffage
domestique et comme source de chaleur dans l'eluse pétrole est aussi a l'origine de trés
nombreux produits non énergétiques (lubrifianteutehoucs synthétiques, matieres plastiques,
fibres synthétiques, solvants et détergents, @tokou Mbogne 2017Dilmi 2019).
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[I. Pollution par les hydrocarbures pétroliers (HCP)

[I.1. Généralités

De nos jours, I'exploitation du pétrole et les doages qu’elle engendre ont atteint leur
paroxysme. Alors que le 18iecle était celui du charbon, le®Xecle est celui du pétrole, une
substance pouvant fournir jusqu’a deux fois pléndrgie pour la méme quantité. La découverte
de « I'or noir » a résolument bouleversé notre mielgie a tel point que la quasi-totalité de nos
activités dépendent aujourd‘hui de son exploitatioevitablement, la pollution engendrée par
I'exploitation massive du pétrole est a la hautdicelui-ci (Benchouk 2017).

[1.2. Sources de pollution par les HCP

Les hydrocarbures trouvés dans I'environnementggaméralement issus du pétrole brut et d'autres
dérivés du pétrole comme le diesel, I'essencdld’'de graissage entre autres. Leur déversement
dans l'environnement peut étre d’origine naturell@nthropique (Van Epps 2006).

Diverses zones des mers cotieres situées au nileehassins sédimentaires érodés ou au niveau
de failles entre blocs de la cro(te terrestre kostege de suintements naturels d’hydrocarbures
fossiles. C’est le cas, en particulier, sur legs@u golfe du Mexique et du Golfe de San Jorge en
Argentine.

A ces rejets naturels, s’ajoutent les apports aptues de pétrole via I'exploitation des
gisements, le transport des hydrocarbures par w@aigtime ou terrestre et méme leur simple
utilisation comme carburants ou produits dérivéssi, diesel, et kérosene). Ces apports sont
logiguement accentués aux endroits ou I'induss@ion et I'urbanisation sont le plus développées
(Lemarchand et Desbiens 2015).

[1.3. Devenir naturel des HCP

C’est par des processus physiques, chimiques keigiqoes qu’un hydrocarbure va pouvoir étre
déplaceé, transformé ou éliminé apres avoir etéisiiffdans I'environnement (Fig. 2).

Le devenir est déterminé par les propriétés phghiotiques intrinséques de la substance, la
guantité et la vitesse d’émission dans I'écosystetrgar les propriétés physiques, chimiques et
biologiques de I'environnement (Forbes et Forbek/19

Les phénomeénes biotiques sont ceux qui participeajoritairement a la dégradation des
hydrocarbures lourds tandis que les phénomenesicale agissent plutét sur les plus Iégers
(Zebich Et Semaani, 2019)a proportion relative des différents éléments tturent le pétrole
brut déterminera les caractéristiques physiquespémole, sa toxicité, son devenir et son
comportement dans I'environnement ainsi que saébradabilité par les microorganismes

indigénes. L'action combinée des différents méoamsshiotiques est abiotiques régule I'efficacité

5
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de la décontamination et détermine la capacit@ohediation du milieu (Lemarchand et Desbiens
2015).

Etalement
Evaporation
Oxydation Etalement
Emulsification
c 00, 100 0,00 g 0, 0,4 ¢,°0 ¢ 9% . .0 o
~ :.'-.... .?...0..".0... ... ...' ..'.; .‘.. s ‘.. 4 .. .o
450 Diss;oluliogi S e ... ®e % <Dispersion ‘M - - .
. - '.'.'0...:........:'.;".. ‘-.-
e e
Pt s ] Biodégradation
Sédimentation ( 6 S ;

Figure 2. Devenir des hydrocarbures pétroliers a la suite@ déversement en milieu aquatique

(Lemarchand et Desbiens 2015).

[1.3.1. Transformation abiotique

Les transformations abiotiques des hydrocarbunesisaquement dues a des phénomeénes d’ordre
physique et chimique. Ces transformations peuveirasiuire principalement par :

a. Evaporation

L’évaporation est un phénomene qui touche lesitmstde faible poids moléculaire et dépend des
conditions atmosphériques (vent, vagues, tempérasiic) (Soultani 2004). Elle correspond au
transfert des composés volatils, comme les aligbesi, les BTEX et les HAP de faible poids
moléculaire, vers I'atmosphére pouvant conduira palution. Cette perte des composés volatils
entraine la modification de certaines propriétésjues des hydrocarbures, telles que la densité
et la viscosité (Triffault-Bouchet et al. 2015).

b. Solubilisation

Les hydrocarbures ont une solubilité tres faibleisdéieau ; certains d’entre eux peuvent
partiellement se dissoudre (hydrocarbures aromedicet hydrocarbures a faible nombre de
carbone). Il est important de noter que ces hydboras solubles sont parmi les plus dangereux
pour I'environnement, ils sont difficiles a élimmet sont adsorbés par la faune et la flore (Zebich
et Semaani 2015).

c. Emulsification

L’émulsification est un processus d’incorporatiam gbuttelettes d’eau dans les hydrocarbures
pétroliers. Ceci augmente le volume du produit d&et modifie certaines propriétés physiques
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des hydrocarbures, telles que la densité et laosigc Cette émulsion stable eau-pétrole est
nommeée « mousse au chocolat » (Triffault-Bouchet.e2015).

d. Sédimentation

La sédimentation est le passage de la surfaceleeiand. Les gouttelettes d’hydrocarbures
dispersées peuvent interagir naturellement avemé&geres en suspension (MES) présentes dans
la colonne d’eau, tels que les minéraux argileutaguatiére organique, pour former des agrégats
de haute densité difficilement dégradable par nateirelle (Benchouk 2017).

e. Photo-oxydation ou oxydation photochimique

La photo-oxydation ou oxydation photochimique cspend a la transformation des
hydrocarbures sous I'effet des rayonnements lumiessentiellement les rayons UV) (Benchouk
2017). Elle touche plus particulierement les cos@soaromatiques qui sont plus photosensibles
que les composés aliphatiques. Parmi ces dermesrgomposeés ramifies sont plus facilement
photo-oxydés que les n-alcanes (Soultani 2004).

f. Sorption (adsorption)

Dans les phases solides (sol et sous-sol) peuggirbguire des immobilisations permanentes ou
temporaires des polluants. Certains corps solidesaccapacité de retenir les molécules d'autres
corps (a I'état gazeux ou liquide) a leur surfaaegusorption (en particulier sur les argiles et la
matiere organique humifiée) (Fokou Mbogne 2017).

[1.3.2. Transformation biotique (biodégradation)

La dégradation par voie microbienne est le procesaturel le plus important dans la dépollution
de I'environnement. Elle peut survenir en condsi@grobies ou en conditions anaérobies avec
comme seuls rejets des produits simples tels gde@¥yde de carbone (GI) I'eau ou encore de
petits alcanes et des hydrocarbures cycliques (Berkc2017).

I1.4. Effets écotoxicologues des hydrocarbures

Les déversements des hydrocarbures engendrentfeisstees nocifs aussi bien pour I'Homme
gue pour I'environnement.

[1.4.1. Effets sur la santé

Les données expérimentales disponibles ont moogé&egrtains hydrocarbures pouvaient induire
spécifiguement chez les personnes qui leur somts@gpar inhalation, par ingestion ou par contact
de nombreux effets sur la santé, des effets sygtési (hépatiques, hématologiques,
immunologiques et développement d’athérosclérost®)y des effets sur la reproduction ainsi

que des effets génotoxiques et cancérigenes (Bak@ai7).
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11.4.2. Effets sur le végétal

L’effet phytotoxique des hydrocarbures se manif@steune diminution voire une inhibition du
taux de la germination, des retards de croissangeeediminution de I'activité photosynthétique
et du rendement (Zebich et Semaani 2015).

11.4.3. Effets sur le sol

La présence des hydrocarbures au niveau d’'un scl@es concentrations plus ou moins élevées
peut affecter ses propriétés physiques, chimiqub®Bgiques.

- Effets sur les propriétés physiques

La présence des hydrocarbures sur le sol modifjéré&nent sa structure. Les hydrocarbures
enrobent les particules minérales ce qui favogse dispersion (Zebich et Semaani 2015).

- Effets sur les propriétés chimiques

Les effets des hydrocarbures sur les propriétésigbhes du sol consistent généralement en
(Zebich et Semaani 2015) :

- Une augmentation de la concentration en élénteatss tels que Mn, Zn, Fe, Pb.

- Une élévation du pH du sol et de la teneur eagstim (K) et en calcium (Ca).

- Une diminution de la teneur du sol en phosphBjeef une augmentation en carbone organique
total.

- Une augmentation de la conductivité électriquE)(€ntrainant I'inhibition de certaines plantes
tres sensibles a la présence des sels.

- Effets sur les propriétés biologiques

Les effets des hydrocarbures sur 'activité biopg du sol dépendent de leur nature et de leur
concentration dans le sol. Des concentrations tedqdu pétrole dans le sol inhibent le
développement de différentes espéces de protogpdeaotiferes, d'algues, de champignons, de
bactéries et d’actinomyceétes (Dilmi 2019).

Egalement, il a été rapporté que la pollution piére provoque des changements dans la charge
microbienne des populations du sol ; il a été indiqque les populations de bactéries utilisant des
hydrocarbures augmentent alors que les autres déniren raison de la pollution des sols par le
pétrole brut (EZE 2010).
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[1l. Dépollution

La dépollution ou décontamination est un ensembl@rdcédés consistant a épurer ou, tout au
moins, a isoler un milieu ayant été exposé a utiatpm chronique ou récurrente. Le traitement
concerne le sol, les eaux, et I'air (Zebich et Sama015).

[11.1. Méthodes de dépollution

[11.1.1. Traitements physiques

Les méthodes physiques consistent a transféreneeatrer les polluants sans les modifier ou les
détruire en se servant de fluides (eau ou gaz) lecnansport de la pollution vers des points de
concentration et d’extraction (Benchouk 2017). texshniques physiques affectent trés souvent
I'activité biologique des sols et dégradent lenucure en laissant un résidu pour tout ou partie
stérile (Zebich et Semaani 2015).

[11.1.2. Traitements thermiques

Les méthodes thermiques consistent & chauffer térrabcontaminé pour en extraire le polluant
et le détruire, essentiellement employé ex situ fpodécontamination des sols pollués (Benchouk
2017). Cependant, cette technique est extrémenwiteuse et les fumées toxiques qui se
dégagent lors de la combustion nécessitent d’irptsttraitements qui engendrent des surcodts
(Zebich et Semaani 2015).

[11.1.3. Traitements chimiques

Les méthodes chimiques, font appel a un principetiénnel (action d'un solvant, oxydation, etc.)
pour transformer le polluant en un composé moirRE|t@ et inerte vis-a-vis de lI'environnement
(Benchouk 2017). La majorité des procedes de tmaites chimiques exigent que les sols soient
sous forme de boues ou que les contaminants sumitisés dans un milieu (Zebich et Semaani
2015).

[11.1.4. Techniques biologiques (bioremédiation)

Les voies biologiques de décontamination appeléaermédiation apparaissent comme une
solution alternative écologique aux procédés phesigchimiques ou thermiques actuellement
utilisés, également elles sont moins colteusesustgificaces permettant la minéralisation du
xénobiotique et donc sa disparition (Verdin e2al04).

[11.1.4.1. Principe de la bioremédiation

Le procédé de la bioremédiation consiste a adavegsipacité naturelle que possedent de nombreux
organismes communément appelés bioremédiatedésgrader les polluants en composeés inertes,
comme l'eau et le gaz carbonique. Ces organismegenmt Etre des microorganismes (bactéries,

champignons, algues) ou organismes supeérieurs taegQé; ils peuvent étre indigénes (déja
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présents dans la zone polluée), ou exogenes (ajautiilieu), ou encore étre prélevés sur le site
contaminé, cultivées au laboratoire puis réintrteddans le milieu a restaurer (bioaugmentation)
(Berkouche et Hadjadja 2015).

Dans la nature, se développent spontanément desssiss de dégradation ou de transformation
des polluants. Les organismes vivants, en transfories déchets, jouent un réle essentiel dans
les cycles biochimiques vitaux. Mais ces réactismproduisent avec des cinétiques trop lentes
pour avoir une application. Les procédés de biodéatién visent donc, par intervention de
'Homme, a augmenter les capacités métaboliquesedebioremédiateurs pour accélérer les
phénomenes naturels de dégradation, a ramenendesitgs de polluants extractibles en dessous
des normes établies et a limiter les risques deedi®on ou de contamination plus larges (Verdin
et al. 2004).

[11.1.4.2. Bioremédiation par les microorganismes

Ces procédés exploitent la diversité génétique eatactére versatile du métabolisme des micro-
organismes (bactéries et champignons) pour laftranation des contaminants en produits moins
dangereux. La biodégradation microbienne complete hydrocarbures produit du dioxyde de
carbone (CQ@, de l'eau ainsi que de petits alcanes et desocmibures cycliques. Ces
biodégradations peuvent survenir en conditions la@€soou en conditions anaérobies, par
utilisation des sulfures ou du méthane. Toutefaisgonditions anaérobies, la biodégradation des
hydrocarbures apparait plus lente. Notons queydsharbures complexes, tels que les alcanes
ramifiés et les composeés polycycliques (hydrocabatiphatiques et aromatiques polycycliques),
ne sont biodégradables que par I'action combindedsemble des membres d’une communauté
microbienne complexe (consortium) (Triffault-Boutkéal. 2015 Benchouk 2017).

[11.1.4.3 Les microorganismes aptes a dégrader 1¢4CP

Une grande variété de micro-organismes indigenas et des eaux présente la capacité d'utiliser
les composés pétroliers comme sources de carbafenetgie. Les micro-organismes dégradants
les hydrocarbures sont communément appelés hythaaelastes. Ils représentent moins de 0,1
% de la communauté microbienne indigéne en miliau pollué, mais peuvent représenter prés
de 100 % dans les milieux pollués par des dévensesnaéhydrocarbures (Hassaine 2016).

Les microorganismes d’'un milieu dépourvu de contemi ne possédent pas forcément la capacité
de les métaboliser. Cependant, lorsqu’ils sont s&pa de tels composés, ils sont souvent capables
de s’adapter, c'est-a-dire d’acquérir le potemtiétabolique de dégradation de ces polluants par
recrutement vertical ou horizontal de genes s ou méme par mutation (Benchouk 2017).
Le recrutement des voies métaboliques présentadelgg@nome mais non exprimees, peut se faire

par des événements de changement de régulatioarotégrrangement génétique. Les micro-
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organismes peuvent aussi acquérir des clustergmiescataboliques via des éléments mobiles
transférés d’un héte donneur a un hote receveandfiert horizontal) (Goerge et Hay 2011).

Les bactéries et les champignons sont des médiaj@umaires dans la dégradation des
hydrocarbures les plus étudiés et semblent les ¢ffisaces. Il existe au moins 79 genres
bactériens qui peuvent utiliser les hydrocarbuogsrae seule source de carbone et d'énergie, ainsi
gue 9 genres de cyanobactéries, 103 genres forsgique genres d’algues connus pour dégrader
les hydrocarbures (Feknous 2017).

Les bactéries se sont averées plus polyvalentegiees que les champignons et peuvent donc
jouer un réle plus important au cours de la bioddgtion des hydrocarbures (Benchouk 2017).
Les différents genres bactériens fréquemment dégqrdur leur capacité a dégrader les
hydrocarbures comprennent : Acinetobaddehromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus,
Burkholderia, Collimonas, Corynebacterium, Diet#téavobacterium, Gordonia, Micrococcus,
Mycobacterium, Nocardia, Nocardioides, PseudomdRalstonia, Rhodococcus, Sphingomonas,
Variovorax et d'autres clones bactériens (Benctafik).

Parmi les champignons décrits pour leur capaciégrader les hydrocarbures : Amorphoteca,
Neosartorya, Talaromyces, Graphium, Candida, YaaoRichia, Aspergillus, Cephalosporium,
Pencillium, Cunninghamella, Fusarium, Mucor, Phaakaete, Rhodotorula, Sporobolomyces et
Trichoderma (Benchouk 2017).

Les avantages principaux des champignons par rappar bactéries sont leur capacité a se
propager dans les sols grace a leur mycélium ebdupe des enzymes extracellulaires par
exemple des oxydases a large spécificité de stbsfuapermettent un meilleur contact avec les
hydrocarbures (Benchouk 2017).

[11.2. Facteurs influant sur la biodégradation

La réussite de la biodégradation des hydrocarliésade non seulement dans le choix de I'agent
biologique mais également dans la maitrise desittond physicochimiques du milieu (Kumar et
Gopal 2015). Les travaux de recherche menés shintgradation des hydrocarbures par les
microorganismes ont montré glefficacité de ce processus dépend principalerdent

[11.2.1. Composition chimique

La composition d’'un pétrole détermine sa toxicité@n potentiel de dégradation. La vitesse de
biodégradation est plus élevée pour les hydrocasbsaiturés, viennent ensuite les hydrocarbures
aromatiques légers, les hydrocarbures aromatiguesitipoids moléculaire ayant la vitesse de
dégradation la plus faiblg&eknous 2017).
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[11.2.2. Température

La température joue un role essentiel dans la gradétion des hydrocarbures en affectant non
seulement la nature physico-chimique de ceux-cis massi en modifiant le taux métabolique et
la diversité des microorganismes indigénes et pas@juence la vitesse de dégradation des
hydrocarbures. A basse température, la viscositpéliole augmente et la volatilisation des
composés toxiques (comme les alcanes courts) eésiteéce qui entraine un ralentissement du
métabolisme des microorganismes. Des températiusfevées ont pour effet d’augmenter la
vitesse de biodégradation. Si 'oxydation des hgdrbures a été observée a des températures
inférieures a 0 °C, ou élevées 70-80 °C, le maximde l'activitté métabolique des
microorganismes est généralement observé a uneétatape comprise entre 30 et 40 °C
(Lemarchand et Desbiens 2015).

[11.2.3. Oxygene

En aérobie, la dégradation des hydrocarbures aiqules et aromatiques par les bactéries et les
champignons est initiée par une étape d’oxydatasaht intervenir des hydroxylases et des
oxygénases a fortes dépendance en oxygene. lloest ithportant de maintenir une aération
adéquate des microorganismes (Lemarchand et Desbidrb).

111.2.4. pH

Le pH optimal pour I'activité microbienne se sitaatour de la neutralitbien qu'il y ait de
nombreuses exceptions a ces tendances. Des vdkepis extrémes (trop acide ou trop alcalin)
pourraient inhiber I'activité microbienne en réguilee métabolisme microbien (Feknous 2017).
[11.2.5. Biodisponibilité

La biodisponibilité est la tendance des composantividuels a étre absorbés par les
microorganismes. En ce qui concerne les aspectobiens, les difficultés de biodisponibilité
résultent des obstacles au transfert des hydroeshlans les enzymes cellulaires et les limitations
d'énergie pour maintenir la dégradation (Chekrdd®R}.

[11.2.6. Nutriments inorganiques

Les taux de biodégradation peuvent étre limitéslearconcentrations disponibles de divers
nutriments. Comme les micro-organismes ont bes@ipote et de phosphore pour s'incorporer
dans la biomasse, la disponibilité de ces nutrimdahs la méme zone que les hydrocarbures est
essentielle. Il a été généralement constaté queehgsais inorganiques azotés-phosphorés
commerciaux et les mélanges inorganiques définéliarant la dégradation des hydrocarbures
déversées (Chekroud 2012).
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[11.2.7. Salinité

Les variations de salinité modifient la structutdaediversité des communautés microbiennes
indigénes en sélectionnant des especes halophilebatotolérantes. Ceci peut affecter la
biodégradation des hydrocarbures (Feknous 2017).

[11.2.8. Teneur en humidité

Les microorganismes ont besoin d'une quantité defiisante pour accomplir leur croissance. La
teneur en humidité du sol a un effet négatif ssialgents de biodégradation (Abatenh et al. 2017).
[11.2.9. Facteurs biologiques

Les facteurs biologiqgues sont grandement déterrtsngour I'optimisation des réactions
également, a travers les mutations, les interastiotraspécifiques (compétition, prédation,
succession), la composition et la taille de la pajon ainsi que le seuil critique de sa croissance
(Abatenh et al. 2017).
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M éthodologie

1. Objectif
Ce travail a été réalis¢ dans la faculté SNV, Universit¢ IBN KHALDOUN a Tiaret, dans une
période alant de Janvier a Mars, elle a eu pour but d évaluer la présence et les caractéristiques
microbiennes de différents échantillons d’ hydrocarbures pétroliers.
2. Matériels et méhodes
2.1. Matériels
2.1.1. Echantillons
Trois échantillons de diff érentes consistances et origines ont été analyses dans cette étude (Fig. 3)
* Le pétrole brut, obtenu directement a partir des bacs de stockage des hydrocarbures du
Terminal Arrivée Brut d’ Arzew, wilaya d’ Oran (région de transport Ouest, Algérie).
* Lecondensat, qui est un mélange liquide d'hydrocarbures |égers issus de la condensation
de certains gaz naturels bruts, a éé obtenu a partir du Termina Arrivée Condensat
d’ Arzew.
» Ledop, de consistance boueuse issus des résidus de sédimentation du pétrole brut, a été
prélevé a partir des fonds de bacs de stockage des hydrocarbures du Terminal Arrivée Brut

d Arzew.

(a) dop, (b) pétrole brut, (c) condensat
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2.2. Méthodes
2.2.1. Préparation des échantillons et ensemencenhen
Une suspension diluée a18 été préparée a partir du slop dans de I'eailiéisstérile alors que
le condensat et le pétrole brut, étant de congistaliquides, ont été utilisés tels quels.
Par la suite, des volumes allant de 0.1 a 0.5 mé@nensemences a partir de ces suspensions sur
plusieurs milieux de culture a savoir :
- la gélose nutritive : milieu largement utiliséyp la culture des micro-organismes peu
exigeants.
- les géloses King A et King B : utilisées poucaactérisation des Pseudomonas par la mise en
évidence de la production de pigments spécifigtiesréscéine (pyoverdine) et pyocyanine).
- la gélose Mac Conkey : milieu d’isolement ordiralactosé et sélectif des bacilles a Gram
négatif et entérigues non exigeants.
- le milieu Bushnell Haas : utilisé pour soile dans lidentification de bactéries
hydrocarbonoclastes. Comme il contient tous leméi#s nécessaires a la croissance excepté
une source de carbone, celui-ci permet le développedes microorganismes en fonction de
I'hydrocarbure ajouté a étudier (Obi et al. 2016).
- Mineral Salt Medium (MSM) : milieu de culture cposé uniguement de sels minéraux sans
source de carbone. Il est utilisé pour I'enrichnsset / I'isolement / la croissance de
microorganismes ayant des types nutritionnels $ipé@s.
* Une fois les géloses ensemencées, celles-ciisombées a 25° C pendant 24 h & 1 semaine en
fonction de la croissance microbienne.
2.2.2. Isolement et purification des souches micra@nnes
Apres I'apparition des colonies sur les géloselfese€i sont repiquées sur des milieux de culture
neufs, cette opération est répétée plusieursdedyja I'obtention de cultures microbiennes pures.
Apres chaque repiquage une observation macroseopigs colonies formées ainsi qu’'une
observation microscopique des cellules sont eféastupour vérifier la pureté des cultures
microbiennes obtenues.
A. Observation macroscopique
Sur le plan macroscopique, les critéres suivantsgilisés pour apprécier les colonies formées:
e Lacouleur
* Lataille (diametre)
» Laforme (ronde, filamenteuse...)

* Les bordures
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e L’aspect de la surface (lisse, rugueuse ...)

» L’élévation (colonie bombée, plate, ...)
B. Observation microscopique
L'observation de I'aspect macroscopique des différ® colonies nous permet de distinguer dans
un premier temps les bactéries des champignondoBgsette distinction nous indique la marche
a suivre quant au type de coloration adéquat poertonne observation microscopique.
Ainsi, pour observer au microscope les champignoags avons eu recours a la technique de
Drapeau qui permet une observation a I'état fraistthcune de leurs 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

L’inoculation des différents milieux de culture pes trois échantillons d’hydrocarbures pétroliers

en étude a permis d’isoler et de purifier diffégetypes de colonies microbiennes. Ces résultats
ont été aussi confirmés par les observations a ficeet au microscope optique des isolats. On
remargque que le nombre de colonies obtenues asitveghent plus important dans le condensat
en comparaison avec les autres échantillons. Leaal? récapitule le nombre des colonies

obtenues sur chaque milieu de culture.

Tableau 2. Nombre de colonies microbiennes isolées a pdetchaque échantillon

d’hydrocarbure pétrolier sur les différents miliede culture.

Milieux de culture Total de
Echantillons | Gélose Mac Bushnell . King B colonies
Nutritive | Conkey | Haas MSM | King A observées
Condensat 0 3 0 1 2 4 10
Pétrole brut 1 0 1 0 1 1 4
Slop 2 0 0 0 1 0 3

D’une maniére générale, les bactéries sous fornmecs a Gram positif et les moisissures ont
été distinguées aprés observation au microscopeldarrois échantillons analysés. Des bacilles
a gram positif pour la plupart sporulés (Bacillas)si que des coccobacilles a Gram négatif et

des levures ont aussi été observés (Fig. 4).

Bacilles
G+ 18 %

Levure
6%

Moisissures
23%

Figure 4. Microorganismes isolés a partir des 3 échantilihgdrocarbures pétroliers.
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L’'analyse microbiologique de I'échantillon de condat révele en plus de la présence des cocci
a Gram positif et des moisissures, la présencedmbacilles & Gram négatif ainsi que des
bacilles a Gram positif sporulés (Bacillus) (Fi@. ®n note que les isolats microbiens obtenus a

partir du condensat sont plus diversifiés par rapgax autres échantillons.

Moisissures
20%

Bacilles
G+ 20%

Figure 5. Microorganismes isolés a partir de I'échantilloncdedensat.

Cependant, I'échantillon de pétrole brut a réveléptésence de cocci a Gram positif en

prédominance en plus de levures et de bacillesatn@ositif (Fig. 6).

Bacilles G+
25%

Levure
25%

Figure 6. Microorganismes isolés a partir de I'échantillonpdtrole brut.

L'échantillon de slop, quant a lui, a révélé maitesdiversité microbienne par rapport aux deux
autres échantillons ou seulement les cocci a Gsitifet les moisissures sont observés (Fig. 7).
18
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Moisissures
67%

Figure 7. Microorganismes isolés a partir de I'échantillonQiap.

2. Observation microscopique

L’observation microscopique, aprés coloration sengli de Gram, des microorganismes isolés a
partir des trois échantillons d’hydrocarbures détrs a permis de distinguer les formes décrites
dans le tableau 3.

Tableau 3.0Observations microscopiques des microorganismésia partir des trois échantillons
d’hydrocarbures pétroliers.

w
4’..

LR S R
_ Moisissure non identifiée Moisissure de genre Penicillium
Champignons
o Aol
P SOTR
"‘?_’""i‘-;:;;;_‘

0y S
S
al
vy

)
YA
.

W

»

!
A,

Ha:
e
&
%N

LA . '" 3
b’ ;;‘35;"9 4 '.2'-:; = %
AL ANET6 .
!Mﬁ::iﬁ T - N

Levure non identifié

.{;.

-

19



Résultats

Condens:

Pétrole bri

Bactéries

FC e N ¢ PR v 0 s
S od T |
N G T v
. - J pie A
L y'\J

G
R . NP e
oo A
R el TR

Coccobacilles G-

e
R

Actinobactéries

20



Discussion



Discussion

Discussion

Avec l'accélération du développement économigquerime est de plus en plus responsable de
la pollution de I'environnement. La diversité de®guits d’origine industrielle conduit a une
augmentation considérable du nombre de substapizdshent étrangéres au monde vivant, dites
xénobiotiqgues. Parmi ces polluants, les hydrocadbysétroliers qui contaminent tous les
compartiments de I'environnement : eau, air, sbi@sphére. Ce sont des polluants toxiques dont
la majorité de leurs composés sont considérés cooameerigenes et mutagenes pour ’lhomme
(Chekroud 2012 ; Kaboré-Ouédrago et al. 2010).

De plus, plusieurs, ont démontré que la diversitgahienne du sol régresse fortement apres un
épisode de contamination par des hydrocarbureprdit de la colonisation du milieu par des
populations dominantes ; qui ont réussi a s’adagteameéliorant leur outil enzymatique (Chikere
et al. 2011).De nombreux travaux, dont celui de Margesin et(2007) ont montrés une
prédominance de certaines populations microbientiésant les hydrocarbures comme substrat
aprés un contact prolongé avec eux. Certains mgamismes formant des spores résistantes
peuvent étre isolés a partir d’environnements ggsllsans que ceux-ci aient la capacité d’utiliser
le polluant.

La présente étude a consisté en une caractérisatiorobiologique de trois échantillons
d’hydrocarbures pétroliers a savoir le pétrole dauslop et enfin le condensat.

Les résultats obtenus ont révélé la présence detriesc et de champignons dans tous les
échantillons avec prédominance des bactéries. Sldtae peut étre expliqué par le fait que les
bactéries sont plus polyvalentes et ont un chamagtion plus large et restent ainsi qualitativement
et quantitativement prépondérantes pour métabdiisers substrats méme si les champignons
grace a leurs hyphes, arrivent a fixer efficacendestquantités importantes de polluants. De plus,
le transfert horizontal des genes, répandu chebdet&ries, et a été signalés comme |'un des
principaux mécanismes responsables pour I'évoluliola dégradation accrue des hydrocarbures
(Chikere et al. 2011).

L’identification morphologique des isolats ainsiequa coloration de Gram des cellules
bactériennes nous a permis de distinguer parntideteries : des actinobactéries, des Bacillus et
des cocci a Gram positif rappelant des Staphylaoet Micrococcus entre autres. Cependant,
parmi les champignons isolés, une moisissure deegeenicillium a pu étre identifiee parmi les

autres moisissures et levures isolées.
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La capacité a métaboliser les hydrocarbures se festmi chez de nombreux types de
microorganismes, de nombreuses études existenetaesul est maintenant généralement admis
gu'aucune seule espece ne dégradera completementlasse complexe d'hydrocarbures. Bien
qu'il soit largement admis que les bactéries etl@snpignons sont les principaux médiateurs de
dégradation des hydrocarbures (Chikere et al. 2011)

Dans la plupart des travaux antérieurs sur le sdgihombreuses bactéries a Gram négatif et
positif et de formes diverses ont été mises ereénaed dans des sols pollués par les hydrocarbures,
on cite les genres ; Acinetobacter, Pseudomonagrdbacter, Corynebacterium, Arhrobacter,
Micrococcus, Staphylococcus, Rhodococcus, Bacilli8phingomonas, Alcaligenes et
Mycobacterium (Vidali 2001 ; Montagnolli et al. 201 De méme, plusieurs genres et especes
fongiques ont été caractérisées par leur capaseggaopager dans les sols, grace a leur myceélium
et a produire des enzymes extracellulaires permtefiailisation des hydrocarbures, on cite :
Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Rhizopus sp., Alternaria et Penicillium sp. (Kaznet
Blylukgungor 2016). Parmi les levures hydrocarbasiek, les plus citées sont : Rhodotorula,
Candida, Torulopsis, Cryptococcus, Pichia et HanlsefBenyahia et Ayadi 2012).

En outre, la dégradation observée au niveau declafiore du sol est quasi-totale dans la plupart
des essais effectués. La synergie ou le commemsadiatre les différentes espéces de populations
bactériennes sont susceptibles de jouer un rék amportant que le cométabolisme au cours de
la biodégradation (Solano-Serena et al. 2001).padsition préalable aux hydrocarbures entraine
une adaptation de la communauté microbienne poalisentles hydrocarbures comme sources
d'énergie. Les trois moyens interdépendants paudds I'adaptation peut se faire sont: (1)
I'induction et/ou la répression des enzymes sppmf, (2) des modifications génétiques qui
entrainent les voies métaboliques et (3) l'enrsgnsent sélectif des microbes capables de
transformer les hydrocarbures (Chikere et al. 2011)

Pour la dégradation, il est nécessaire que legbestet les contaminants soient en contact. Cela
n'‘est pas facile a réaliser, car ni les microbdesicontaminants ne sont répartis uniformément
dans le sol. Certaines bactéries sont mobilesseptent une réponse chimiotactique, détectant le
contaminant et se déplacant vers lui. D’autres eoiganismes tels que les champignons se
développent sous une forme filamenteuse vers l@oonant (Vidali 2001).

Des études ont montré que les actinobactéries jomardle écologique important. Elles possedent
la capacité de dégrader des molécules complexedégradées par les champignons ou les autres
bactéries, contribuant ainsi a la fertilisation dels.Les enzymes sont, aprées les antibiotiques, les
produits les plus importants sécrétés par les@udictéries. Plusieurs études ont démontré qu’elles

sont impliquées dans la dégradation des HAP. D Ipiactinobactéries du genre Arthrobacter,
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Nocardioides et Rhodococcus sont capables de daglesl HAP de faible poids moléculaire
(Martin 2011 ; Dali et Iddir 2018).

Beaucoup de bactéries du genre Bacillus sont dregigellurique et produisent des spores
résistantes a de nombreux agents physiques etquiesii Elles possedent une forte potentialité
catabolique et peuvent produire des biosurfactehtsine gamme diversifiee d'exoenzymes
capables de dégrader les macromolécules telledegdrocarbures (Willemse-Collinet et al.
1982).

Raveket et al. (2000) a démontré la capacité dainsrPenicillium a utiliser des hydrocarbures
comme seules sources de carbone et d’énergieBdmsillium produisent des cytochromes p450
monooxygénase qui leur permettent de transformeettain nombre de molécules y compris les
HAPs (Bekenniche 2014).

Les hydrocarbures sont des composés hydrophobesladgolubilité diminue d’autant que la
masse moléculaire est importante. De ce fait, lesaorganismes ont développé des stratégies
pour utiliser ce type de substrat. Quatre modescdssion expliquant I'assimilation des
hydrocarbures par les microorganismes ont été géspa savoir ; I'assimilation en phase aqueuse
ou le substrat pénétre dans la cellule sous fowhérisée, qui est surtout rapportée pour des
alcanes légers et certains hydrocarbures aromaticuéfisamment solubles. L’accession
interfaciale est un autre mode ou les microorgaessutilisant les alcanes peu solubles possedent
frequemment une membrane externe hydrophobe. Lopydicité élevée de la membrane
cellulaire externe permet I'adhésion du microorgarg aux gouttelettes du substrat présentes dans
le milieu aqueux ainsi le substrat pénétre direer@ndans la cellule par diffusion ou transport
actif sans se dissoudre dans la phase aqueuseek&on interfaciale facilitée ou émulsification
est aussi un autre moyen ou les bactéries, les pipaons et les levures synthétisent des
biosurfactants qui sont soit des molécules inthaleates, extracellulaires ou localisées a la igfa
de la cellule qui accélerent le transfert de I''mgdrbure dans la cellule apres contact direct
substrat-cellule. Ce transfert facilité est di @ angmentation de I'aire interfaciale entre la phas
hydrophobe et la phase hydrophile. Enfin, le trarigshicellaire consistant dans la formation d'une
microémulsion suite & une pseudo-solubilisatiofty@lrocarbure par des biosurfactants produits
par le microorganisme. La micelle entre en cordset la cellule. La surface externe de la micelle
est majoritairement hydrophile et le transfert e est privilégié chez les microorganismes
dont I'hydrophobicité de I'enveloppe cellulaire ésible (Hentati 2018).

La dégradation la plus rapide et la plus compl&téadmajorité des polluants organiques se fait
dans des conditions aérobies. La premiere étapeldatégradation aérobie de ces composeés est
I'introduction dans le substrat d'un atome d’oxyg@@rivé de I'oxygéne moléculaire, cette étape

critique est effectuée par les oxygénases et lesxpeases. Les voies de dégradation périphériques
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convertissent les polluants organiques étape papeéen intermédiaires du meétabolisme
intermédiaire central, par exemple, le cycle dadatricarboxylique.

La biosynthése de la biomasse cellulaire se fpéréir des métabolites précurseurs centraux, par
exemple, l'acétyl-CoA, succinate, pyruvate. Lesesioécessaires aux diverses biosyntheses et a
la croissance sont synthétisés par gluconéogeieseati 2017 ; Haddad et Boudjada 2015).
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Conclusion et perspectives

De nos jours, les produits pétroliers sont congigléron seulement comme matiere premiere
pour l'industrie chimique mais également comme seul’énergie tres demandée et moins
couteuse. Du fait de leur utilisation massive, pesduits pétroliers, constituent des polluants
importants, leurs effets et leurs impacts ont @g@ué&s sur I'environnement. Les conséquences
de ces pollutions écologiques peuvent avoir un ahgait direct ou indirect sur la santé humaine
mais aussi sur I'équilibre des écosystemes.

A travers cette étude nous avons tenté d’évaluguéddité microbiologique de trois échantillons
d’hydrocarbures pétroliers a savoir le pétrole deitondensat et le slop.

17 colonies microbiennes ont pu étre isolées arpdes trois échantillons analysés dont la
majorité sont des bactéries ; principalement dexicé Gram positifNous avons également
identifié de facon distincte des actinobactériedest bactéries du genre Bacillus. Concernant les
champignons, plusieurs moisissures ont été isadées que quelques levures. De plus, des
moisissures du genre Penicillium ont pu étre idieéeis.

Il est & noter que le condensat, qui est un liquideenu par la condensation de certains gaz
naturels et considéré comme hydrocarbure Iégeméaepté une diversité microbienne plus
importante par rapport aux autres échantillons.e@éant, I'échantillon de slop qui est une boue
qui se forme dans les fonds des citernes ou eskéstle pétrole brut ou d'autres produits
pétroliers, a présenté le moins de diversité mieroie reflétant sa toxicité vis-a-vis des
microorganismes.

A travers ce travail, nous avons pu constater galgné la toxicité rapportée des hydrocarbures
pétroliers, divers microorganismes arrivent a suevdans ce milieu hostile en I'utilisant comme
source de nutriments ou simplement y demeurantwoei$orme en dormance.
Malheureusement, ce travail n'a pas pu étre ackaviison de la pandémie du Corona virus
(COVID 19) qui a touché le monde et qui nous ag#bé interrompre notre travail a son début.

A l'avenir et comme perspectives nous envisagerons

- Une purification et identification poussées desldts obtenus, suivie d'une batterie de tests
microbiologiques et moléculaires pour confirmer dapacité des souches a dégrader les
hydrocarbures.

- Une étude approfondie portant sur les voies nofitpes et la cinétique des enzymes
impliquées dans la biodégradation des hydrocarlpétsliers.

- Une évaluation du potentiel de dégradation delrdcarbures individuel de chaque souche

isolée et en combinaison.
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