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Problématique

Problématique

Le pétrole est connu depuis I’antiquité, il était utilise en Mésopotamie pour assurer
I’étanchéité des navires, et semble avoir été au moyen age apprécié pour ces vertus
médicinales pour soigner le rhumatisme et les maux de tétes (Durousset, 1999). Depuis la
découverte du premier gisement exploitable a Titusville en Pennsylvanie aux Etats-Unis, ala
fin du X1X®siécle, le pétrole est devenu la premiére source d’ énergie au monde (Trotignon,
2009). En effet, si I’économie du X1X® s'est édifiée sur le charbon, celle du XX° repose
largement sur le pétrole. Utilisé d’ abord essentiellement pour |’ éclairage, |e pétrole commence
ajouer un réle dans la production de I’ énergie au début du XX, avec I’ essence puis avec le
gazole et le fioul. Il permet alui seul le développement extraordinaire des transports routier et
aérien (Durousset, 1999).

Mis a part les carburants comme |’ essence et le diesdl, I’industrie pétroliere engendre
des composeés que I’on trouve dans divers produits tels que les engrais, les plastiques, les

peintures, les pesticides, les médicaments et |es fibres synthétiques (Berg et al., 2008).

Le pétrole est un liquide composé principalement de molécules d’hydrocarbures
contenant des atomes de carbones et dhydrogénes (Shao, 2010). Il résulte de la
décomposition lente de la matiére organique (Trotignon, 2009), issue d’ organismes vivants
qui ont vécue il y'a plusieurs milliers d’années. La chaeur et la pression ont aidé a la

transformation de ces restes en un mélange d’ hydrocarbures (Berg et al., 2008).

Les hydrocarbures pétroliers sont classés en quatre familles principales, composés
majoritairement d hydrocarbures saturés (30 a 70%) , d hydrocarbures aromatiques (20 a
40%) , d’hydrocarbures polaires (5 a 25%) et d asphalténes (0 a 10%). Le pétrole brut est
donc, consgtitué de différentes familles dont la composition chimique change en fonction des
origines géographiques et géologiques (Soltani, 2004). Les métaux lourds sont également
présents al’ état de traces (Mathé et al., 2012).

Suite au protocole de Kyoto entré en vigueur le 16 avril 2005, de nombreux pays ont
engagé leurs efforts pour réduire les émissions de gaz, en particulier le dioxyde de carbone
généré par la combustion des combustibles fossiles que sont le pétrole, le gaz naturel et le

charbon ; produit et consommé annuellement a hauteur de 3,5, 2,5 et de 2 milliards de tonnes
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respectivement (Bocard, 2006). Ces combustibles fossiles sont responsables a 70% de
I’émission de gaz a effet de serre dans I’ atmosphere (Viterbo, 2012). Les réserves de pétrole
s édevent a plus de 140 milliards de tonnes et demeure la source d énergie la plus importante

pour les 50 ans a venir (Bocard, 2006).

En dépit de la place stratégique dominante et primordiale gqu’ occupe |’'industrie
pétroliere sur la scéne mondiale, reste que les dégéts engendrés par ce marché sont al’image
de son importance. En effet, la pollution liée au pétrole passe par tous les stades de
I’ exploitation depuis le pompage jusgu’ au stockage en passant par le transport et le raffinage
(Das et Chandran, 2011).

De nombreux effets dévastateurs ont été constatés lors d accidents conduisant a des
catastrophes écologiques sans precédent. Les rejets accidentels d hydrocarbures d’ origine
technologique dans les océans, sont de loin supérieurs a ceux dus aux fuites naturelles des
gisements sous marins. D’ ailleurs, il est estimé a 200 000 t/an les pertes naturelles de pétrole
dans I’océan en comparaison a 3 millions de tonnes par an di a I'activité anthropique
(Ramade, 2007).

Alors, quelles seraient les conséquences de cette dépendance excessive vis-a-vis du

pétrole sur I’homme et son environnement ?

Le rejet des hydrocarbures d origine pétroliére dans I’ environnement constitue I’un
des problemes de pollution les plus inquiétants du fait de leur toxicité sur I’homme et

I’ environnement (Ould boudia et Hammadi, 2011).

Parmi les aspects les plus évidents sont les grandes catastrophes telles que le
déversement du supertanker Exxon Valdez en 1989, qui a heurté Blight Reef et déversé 42
millions de litres de pétrole le long de la cote d’ Alska, aboutissant ainsi au vote en 1990 de loi
sur la pollution par les hydrocarbures (Oil Pollution Act). Les accidents tels que le naufrage
du Prestige au large des cotes espagnoles en 2002 (Berg et al., 2008) ou |’ explosion dans le
complexe de la rafenerie de GNLK1 de skikda au niveau national, causant des dégats
enregistrés dans un rayons a plus de 4 Km du complexe (Hadef et Soukehal) et bien d’ autres
encore témoignent eux aussi de ces series de probléemes environnementaux. Parmi les
conséguences de ces marrées noires la contamination du littoral entrainant I’ arrét de la péche,
mais aussi ladisparition de plusieurs especes vivantes (faune et flore) (Berg et al., 2008).
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En plus de leurs effets sur I’environnement, les hydrocarbures et en particulier les
hydrocarbures polycycliques aromatiques (HAP) ont auss un effet néfaste sur la santé
humaine par leur caractére toxique, cancérogene et mutagene (Abioye, 2011).

Les métaux lourds sont également des polluants trés présents dans la nature. Le
Cadmium, le Plomb, le Cobalt, le Cuivre, le Mercure, le Nickel, le Sélénium et le Zinc sont
les plus rencontrés (Kavamura et Esposito, 2011). Ils sont présents soit naturellement dans la
croute terrestre ou peuvent résulter des activités anthropiques. L’ agriculture, les effluents
domestiques et industriels ainsi que I’exploitation miniere sont les principales sources de
pollutions. En effet, ces activités perturbent les cycles biogéochimiques et cela augmente les
emissions atmosphériques qui se déposent par la suite dans les environnements aquatiques et
terrestres. La toxicité des métaux peut avoir des conséquences a court et a long terme, en
affectant fortement les organismes incluant les étres humains, par I’accumulation et le
transfert dans la chaine alimentaire. La communauté microbienne est également négativement
influencée en agissant sur sa croissance et ses activités, telles que la fixation d'azote ou la
respiration cellulaire (Gadd, 2009).

Quelles seraient alors les solutions éventuelles a apporter pour remédier a ce probléme

de pollution ?

Les réponses méthodologiques et techniques apportées aux problémes de pollutions
dues aux hydrocarbures sont soit d ordres physico-chimiques ou biologiques. Les méthodes
physico-chimiques détruisent la plupart des polluants et sont efficaces a des concentrations
élevées de pollution. Toutefois, elles sont polluantes, onéreuses et nécessitent une grande

consommeation d’ énergie (Weidong et al., 2011).

Compte tenu de ces résultats, une attention particuliere est portée sur les méthodes
biologiques (bioremédiation et phytoremédiation) efficaces, beaucoup plus rentables,
respectueuses de I’ environnement et applicables aussi bien aux hydrocarbures qu’ aux métaux
lourds (Abioye, 2011). En effet suite a I’accumulation de la pollution des hydrocarbures, la
contamination aux métaux lourds doit étre prise en compte ( Mathé et al., 2012). La plupart de

ces métaux sont toxiques pour les organismes a faible concentration (Khan et al, 2011).

La bioremédiation est une méthode s appuyant sur la dégradation microbienne du
polluant qui implique une minéraisation compléte des contaminants organiques , ou la

transformation des contaminants complexes en composés plus ssimples (Das et Chandran,
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2011). Elle fait appel a deux approches a savoir la biostimulation ou la flore autochtone
dégradant le polluant est stimulée par addition de nutriments, d’ oxygéne, ou autres substrats
indispensables a sa croissance, ou en modifiant les conditions environnementales telles que la
température et le pH. La deuxieme approche est la bioaugmentation qui consiste en
I’inoculation par des bactéries connues pour leurs capacités a dégrader le polluant (Singh et
al., 2011).

La bioremédiation est une alternative aux problémes de pollution, mais la toxicité des
métaux lourds sur les environnements co-contaminés peut limiter son utilisation. En effet,
plusieurs études démontrent I’ inhibition de la dégradation microbienne par ces métaux lourds
(Sandrin et Hoffman, 2007).

Plusieurs stratégies pour augmenter la biodégradation dans les environnements co-
contaminés sont décrites, afin de réduire |’ effet de ces métaux. Ces approches impliguent
spécialement |a réduction de la biodisponibilité et la mobilité du métal. Ceci peut étre obtenu
en utilisant des agents tels que le carbonate de calcium et le phosphate ou alors, par
augmentation de la résistance aux métaux a travers des mécanismes incluant une séquestration
intracellulaire ou extracellulaire du métal, la pompe d'efflux ou la production d agents
chélateurs (Sandrin et Hoffman, 2007).

Les bactéries Gram négatives telles que Pseudomonas, Alcaligenes, Comamonas,
Variovorax, Methylobacterium et Flavobacterium sont des métallo-tolérantes et sont plus

tolérantes que les bactéries Gram positives (Piotrowska-Seget et al., 2005).

Le rget des produits pétroliers dans les milieux marins ou terrestres entraine une
prolifération des microorganismes aptes a se développer sur les hydrocarbures (Ould boudia
et Hammadi, 2011). En effet, plusieurs auteurs ont rapporté I’ action des microorganismes sur
les hydrocarbures reconnaissant leur capacité ales utiliser comme unique source de carbone et
d’ énergie. Parmi ces microorganismes on retrouve les levures, champignons, agues
microscopiques, mais surtout des bactéries appartenant a différents genres (Atlas, 1981).
Floodgate a présenté 25 genres bactériens et 27 genres de champignons dégradant les
hydrocarbures dans le milieu marin, tandis que Rossert et Bartha ont rapporté 22 genres
bactériens et 31 genres fongiques a partir du sol. Les genres, Achromobacter, Acinetobacter,
Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Flavobacter, Nocardia et Pseudomons sont parmi les
genres bactériens les plus répandus. Alors que pour les champignons il sagit plutét d

Aureobasidium, Candida, Rhodotorula, Sporobolomyces (dans le milieu marin), Mortierella,
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Trichoderma (dans le sol), Penicillium et Aspergillus (milieu marin et terrestre) (Leahy et
Colwell, 1990).

Une éventuelle compréhension de la bioremédiation nécessite celle de la
biodégradation qui est un processus complexe dépendant de nombreux paramétres dont la
nature et la quantité des hydrocarbures et la microflore dégradante (Atlas, 1981), ainsi que la

variabilité des facteurs environnementaux (Atlas, 1981; Solano-Serenaet al., 2001)

Lors de la biodégradation, les microorganismes procedent soit a une minéralisation
complete des hydrocarbures générant ainsi du CO, et de I’ eau (Das et Chandran, 2011), soit a
la dégradation partielle des hydrocarbures qui ne sont pas utilisés pour la croissance, dans ce
casil s'agit de Co-métabolisme. Cette intervention permet dans certains cas la dégradation de
certains hydrocarbures qui ne sont pas attaqués lorsqu’ils sont fournis comme seule source de

carbone, les autres composés servent de substrat de croissance (Solano-Serena et al., 2001).

La dégradation microbienne des hydrocarbures varie fortement selon les fractions
pétrolieres. La dégradation des composés récalcitrants tels que les résines et asphaltenes se
fait par Co-oxydation et dépend de la présence des acanes de 12 a 18 atomes de carbone
(Leahy et Colwell, 1990). Les asphaténes sont les composes les moins sensibles a la
dégradation, car leur structure complexe les rend plus récalcitrants a I’ attaque microbienne
(Dibble et Bartha, 1979). En revanche, les alcanes linéaires et les hydrocarbures aromatiques
sont rapidement métabolisés, tandis que la dégradation des al canes ramifiés est plus lente, car
elle démarre aprés celle des n- alcanes. Les cycloacanes sont des composes difficiles a

biodégrader, le plus souvent ils le sont par Co-métabolisme (Solano-Serena et al, 2001).

L’un des aspects les plus critiques lors de la bioremédiation des sols contaminés par
les hydrocarbures est |a biodisponibilité du contaminant pour les microorganismes, limitée par
sa solubilité. Ce probléme est résolu par I’ usage de surfactants naturels et synthétiques (Singh
et al., 2011). Beaucoup de bactéries ont la capacité d’ émulsionner |e pétrole en produisant des
agents tensioactifs appel és «biosurfactants» (Rahman et al., 2002). Ces derniers augmentent
I’accessibilité des hydrocarbures a |’attaque microbienne et augment donc le taux de
biodégradation (Das et Chandran, 2011). Ils peuvent remplacer les substances chimiques

traditionnellement utilisées (Barathi et Vasudevan, 2001) qui contrairement a eux, présentent
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I”avantage d’ étre moins toxiques et biodégradables (Rahman et al., 2002) et persistent moins
dans |’ environnement (Singh et al., 2011).

Plusieurs facteurs peuvent influencer le processus de biodégradation en affectant tout
particulierement la nature et la composition physico-chimique du pétrole, mais aussi |’ activité
microbienne. Ces parameétres sont principalement la température, le pH, la sainité, les

nutriments, I’ oxygene et I’ activité de |’ eau (Leahy et Colwell, 1990).
C’ est dans cette perspective que s insert notre travail qui a pour objectif :

e De sdlectionner parmi une collection du Laboratoire d’'Ecologie Microbienne des
souches ayant la capacité de dégrader différents hydrocarbures.

e D’ évaluer les concentrations minimales inhibitrices sur différents hydrocarbures.

e De déterminer le pouvoir émulsifiant des différentes souches.

e Compte tenu de I’ origine tellurique du pétrole et |a présence de métaux lourds dans sa
composition, nous nous sommes intéressées a |’évaluation de la tolérance des
souches aux différents sels métalliques et a la détermination de leurs concentrations

minimales inhibitrices.
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Matériel et méthodes

1. Souches microbiennes
Les souches microbiennes utilisées dans cette étude proviennent d’ une collection de
souches du Laboratoire d’ Ecologie Microbienne, elles sont isolées a partir d’un bourbier au

sein du terminal marin nord de Sonatrach situé dans lawilaya de Bejaia.

2. Déermination dela cinétique de croissance

L’ évaluation de la croissance des souches est effectuée selon la méthode de Patel et
Desal (1997) (Djerbaoui, 2011). A partir d'une préculture sur milieu liquide M2 (annexe 1),
obtenue aprés 24 H d’'incubation, le milieu de culture liquide M1 (annexe 1) reparti dans des
erlenmeyers a raison de 100 ml, auxquels sont ajoutés 2% de pétrole brut, est ensemencé a
raison de 1% puis incubé a 28°C sous une agitation de 180 rpm (Figure 1). Pour déterminer la
cinétique de croissance des différentes souches en présence de ce substrat, des prélevements
de 1 ml sont effectués a des intervalles de temps de 24 H pendant 9 jours, leurs densités

optigues sont ensuite mesurées a 620 nm.

Figure 1 : Dispositif d’ évaluation de la cinétique de croissance

Pour évaluer I’ assimilation du pétrole brut, les parametres cinétiques a savoir, le temps

de génération et le taux de croissance sont déterminés pour chacune des souches.

3. Dégradation des hydrocarbures
Cetest est réaisé afin de vérifier la capacité des différentes souches testées a dégrader
et a utiliser les hydrocarbures comme seule source de carbone. Le milieu minéra MM2

(annexe 1), exempt de sources de carbone, est additionné de différents hydrocarbures a savoir
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le Pétrole brut, Ether de Pétrole, Benzene, Xylene et Hexane a une concentration de 0.1 %.
L’ ensemencement est réalisé en spot a raison de 10ul a partir d’ une suspension bactérienne
contenant 10° UFC/mll.

Trois répétitions sont prévues pour chaque souche et pour chague hydrocarbure.
Apres incubation a 28°C pendant 5 jours, toute croissance sur le milieu correspondra a la

dégradation de I” hydrocarbure correspondant.

4. Détermination des concentrations minimales inhibitrices pour les

hydrocar bures

La recherche des concentrations minimales inhibitrices est réalisée sur milieu minéral
MM2 (annexe 1) additionné de différents hydrocarbures & savoir le Pétrole brut, Ether de
Pétrole, Benzéne, Xyléne et Hexane et a différentes concentrationsalant de 0.1 a 1%.
L’ ensemencement est réalise par dépét sous forme de spot de 10 pl de suspension bactérienne
contenant 10° UFC/mll.
Trois répétitions sont réalisées pour chaque souche sur chague hydrocarbure et sur chague
concentration. Aprés incubation a 28°C pendant 5 jours, toute croissance des souches sur les

milieux signifie la dégradation des hydrocarbures aux concentrations testées.

5. Test d’émulsion

Pour évaluer la capacité des souches a émulsionner les différents hydrocarbures, nous
nous sommes basés sur la méthode décrite par Barathi et Vasudevan (2001). A 5ml d’'une
culture bactérienne sont gjoutés 1ml de substrat (Xylene, Hexane, Benzéene, Ether de Pétrole
et Pétrole brut). Aprés agitation au vortex pendant 2 minutes, les tubes sont incubés a
température ambiante pendant 24 H. Le pouvoir émulsifiant est déterminé par mesure des
hauteurs de chacune des phases (annexe 2) et le calcul de I'index (Ezs) selon la formule

suivante:

Eos = (he/ ht) x 100
Avec:
- he: hauteur del’émulsion;
- ht: hauteur totale
Un témoin non inocul € est également prévu pour chaque hydrocarbure.
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6. Tolérance aux métaux lourds

Les différentes souches sont testées pour leur tolérance aux métaux lourds sur
différents sels métalliques a savoir I’ acétate de plomb (Pb (OOCCH3)2, 3H20), sulfate de
zinc (ZnSO,, 7H,0), chlorure de mercure (HgCl,), sulfate de cadmium (3CdSO,, 8H,0) et
sulfate de cuivre (CuSO, 5H,0). Afin de déerminer les concentrations minimales
inhibitrices, différentes concentrations sont testées. Pour évaluer la sensibilité de ces souches
aux différents sels métalliques, nous nous somme référés aux travaux de Dhakphakar et
Chopade (1994). Toute souche présentant une croissance a des concentrations supérieures aux

valeurs critiques (Tableau I) est considérée tol érante.

Tableau | : Concentrations critiques exprimant une tolérance ou une sensibilité aux métaux
lourds (Dhakephalkar et Chopade, 1994)

_lons Concentrations Concentrations
metalliques | critiques (Cc) (ug/ml) | critiques (Cc) (mM)
Hg 20,06 01
Cu 635 10
Zn 654 10
Pb 2072 10
Cd 1124 1

CMI > Cc : souche tolérante, CMI < Cc : souche sensible

Le test est réalise sur milieu M2 additionné de différents métaux lourds. Des volumes
correspondant aux concentrations adéquates de chagque solution mere de sels métalliques sont

gjoutés au milieu M2 (Tableau I1).

A partir d’une culture bactérienne obtenue sur milieu liquide M2, un ensemencement
en spot a raison de 10pl est effectué pour chague souche sur chaque concentration métallique.
Trois répétitions sont prévues pour chaque souche sur chague sel métallique et sur chague
concentration. Les souches sont ensuite incubées a 28°C pendant 5 jours. Toute croissance sur

le milieu indigue latolérance au sel métallique et ala concentration correspondante.
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Tableau I1: Concentrations et volumes des sels métalliques pour 100 ml de milieu de culture
Cuivre: [CuSO4, 5H20] = 0,5g/ml
C ug/ ml {100 200 300 400 |500 600 700 800
Vsm(pul) (200 |400 |600 800 |1000 |1200 |1400 |1600
V (ml) 99,8 (99,6 (994 99,2 |99 98,8 [98,6 98,4
Zinc: [ZnS0O4, 7TH20] = 0,5g/ml
Cpug/ml (100 |200 |300 400 |500 600 |700 800
V sm (ul) [200 400 600 800 |1000 1200 |1400 1600
V (ml) 99,8 (996 994 99,2 |99 98,8 98,6 98,4
Mercure: [HgCI2]= 0,01g/ml
C pg/ml 5 10 15 20 25 30 35 40
Vsm(pul) (50 100 |150 200 |250 300 [350 400
V (ml) 99,95 (99,9 (99,85 998 |99,75 (99,7 (99,65 |99,6
Cadmium : [3CdS04, 8H20] = 0,1g/ml
C pg/ml 125 |25 37,5 50 62,5 75 87,5 100 1125 |[125
Vsmu) [125 [25 [375 |50 [625 |75 [875 [100 [1125 [125
V (ml) 99,875|99,975(99,9625| 99,95 | 99,9375 | 99,9251 99,9125| 99,91 |99,8875|99,875
Plomb : [Pb(OOCCH3)2, 3H20] = 0,1g/ml
C pg/ml 400 800 1200 1600 | 2000 2400 |2800 3200
V sm (ul) [400 800 1200 1600 | 2000 2400 |2800 3200
V (ml) 99,6 (99,2 (9838 98,4 |98 976 (97,2 96,8

Sm : Solution mére, C : Concentration, V : Volume
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Résultats et discussion

1. Déermination dela cinétique de croissance
L’évolution de la cinétique de croissance des différentes souches en présence du

pétrole brut est représentée dans lafigure 2.

1,4

L2 =

S2
S3
L9
L7
L11

Densité optique (620 nm)

L2
L3

L10

24H 48H 72H 96H 120H  144H 168H 192H 216H

Temps (heure)

Figure 2 : Cinétique de croissance des différentes souches en présence du pétrole brut comme

seule source de carbone

La figure 2 montre que toutes les souches présentent une phase de latence rel ativement
courte, ce qui impligue une adaptation rapide au substrat carboné testé. Toutefois, la
croissance de ces souches apparait faible pendant les 07 premiers jours. Ceci pourrait ére di a
la complexité structurale des composés chimiques contenus dans | e pétrol e brut.

Au-dela de 07 jours d’incubation, nous constatons une augmentation tres rapide de la
croissance dansle cas des souches L10, L11 et L7, ce qui serait dO alalibération de composés
intermédiaires plus assimilables. Notons qu’a I’ exception de la souche S2, toutes les souches
présentent une croissance plus ou moins importante durant toute la durée d'incubation

impliquant la dégradation du pétrole et son utilisation comme substrat carboné.
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D’ aprés Solano-Serena et ses collaborateurs (2001), la présence de différents types
d’ hydrocarbures sous forme de mélange dans le Pétrole brut semble améliorer sa dégradation
par cométabolisme.

Barathi et Vasudevan (2001) ont constaté I'éévation du nombre de cellules de
Pseudomonas fluorescens isolée a partir d’un sol contaminé par du Pétrole brut provenant de
la raffinerie Madras au Manali (Inde). Selon Shao (2010), le pétrole brut sert de source de
carbone et d énergie pour la croissance bactérienne.

Les paramétres de croissance calculés a partir des résultats de la cinétique de

croissance sont représentés dans le tableau |11.

Tableau |1 : Paramétres de croissance
aramétres | Tempsde génération Taux de croissance
Souches (H)
L2 56,37 0,012
L3 33,32 0,020
L7 13,16 0,052
L9 23,82 0,029
L10 23,52 0,029
L11 20,76 0,033
S2 27,9 0,024
S3 28,33 0,024

A I"exception de la souche L2, qui présente le temps de génération le plus long (56,37
heures) correspondant au taux de croissance le plus faible (0,012), les autres souches
présentent des temps de génération plus aux moins variables alant de 13,16 a 33,32 heures.
La souche L7 ayant |le temps de génération le plus court, présente | e taux de croissance le plus
élevé. Toutefois, en comparant ces résultats a ceux représentés sur la courbe de croissance, on
constate que malgré que la souche L7 présente le taux de croissance le plus élevé, sa
croissance diminue significativement au-dela de 192 H d'incubation, ce qui serait d0 a
I’accumulation des produits a effets toxiques, issus de la dégradation du Pétrole brut. Les
souches L10 et L11 semblent étre plus intéressantes puisque leur croissance reste plus stable
apres 192 H d’incubation. Ceci dénote la différence entre le métabolisme des souches testées

et par conséguent la différence entre ces souches.
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En se réfé&rant a la gamme définissant les niveaux de croissance, établi par
Sathishkumar et ses collaborateurs (2008), nous constatons qu’a I’ exception de la souche S2,
toutes les souches présentent une excellente croissance (Tableau V).

Tableau IV : Niveaux de croissance des souches sur le pétrole brut

Souches | Densitésoptiques | Niveaux de croissance

S2 0,69 Elevée

L10 1,26 Excellente
S3 0,992 Excellente
L9 0,934 Excellente
L7 0,85 Excellente
L11 1,162 Excellente
L2 0,962 Excellente
L3 1,037 Excellente

- 0,21-0,4 : croissance faible, 0,41-0,6 : croissance moyenne,
0,61-0,8 : croissance élevée, > 0,8 : croissance excellente.

2. Dégradation des hydrocarbures

Les résultats du test de dégradation des hydrocarbures sont représentés dans le tableau V.

Tableau V : Dégradation des hydrocarbures

Substrats| Ether de R R Pétrole

Souches pétrole Hexane | Xyléne |Benzene brut
YA + + + + +
L10 ++ + ++ ++ ++
L3 + + + + +
L11 ++ ++ ++ ++ ++
L9 + + + + +
L2 +++ +++ +++ +++ +++
S3 ++ ++ ++ ++ +++
L7 +++ +++ +++ +++ +++

+ :croissance faible ++ ! croissance moyenne +++ : croissance élevée

On constate que les 8 souches testées présentent une bonne croissance sur |’ ensemble
des hydrocarbures testés comme unique source de carbone. Ceci refléte leur bonne capacité a

dégrader différents substrats (Xyléne, Hexane, Benzene, Ether de Pétrole et Pétrole brut) et a
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les utiliser pour leur croissance. Selon Solano-Serena et ces collaborateurs (2000), |e Benzene,
le Xylene ainsi que les alcanes linéaires sont connus pour étre facilement dégradabl es.

Les souches L2 et L7 présentent une meilleure croissance sur I’ ensemble des substrats
testés tandis que, les souches L10, L11 et S3 présentent une croissance intermédiaire. La
croissance des souches S2, L3 et L9 semble étre laplusfaible.

Cette bonne activité de dégradation est liée a la présence de mécanismes
d’ adaptation aux pressions sélectives provoquées par la présence de concentrations
importantes en hydrocarbures. Trois mécanismes d' adaptation sont cités par Leahy et Colwell
(1990) pour expliquer ce phénomene :
- Induction et/ou répression des enzymes spécifiques ;
- Changement génétique ;

- Enrichissement sélectif.

Leahy et Colwell (1990) ont constaté que la dégradation bactérienne du Pétrole brut
est meilleure chez des souches provenant d un site pollué comparée a celles issues d'un site
non pollué. Selon Peixoto et coll. (2011), la dégradation des hydrocarbures serait due a une

importante capacité enzymatique.

Une dégradation serait encore meilleure en utilisant un consortium bactérien comme
I’ ont démontré Sathishkumar et coll. (2008), rapportant un taux de dégradation de 72% a une
concentration de pétrole brut de 1%, tandis qu'il varie de 43 a 67% pour les souches de
Bacillus sp., Corynebacterium sp. et Pseudomonas sp. testées individuellement.

Le consortium microbien possede une capacité enzymatique beaucoup plus éendue
expliquant la dégradation des hydrocarbures complexes, contrairement aux cultures pures
caractérisées par la specificité du substrat. En effet, dans un consortium bactérien les
microorganismes qui ne jouent pas un role dans la dégradation, joueraient probablement un
réle dans la production de micronutriments ou d agents tensio-actifs pour la solubilisation des
hydrocarbures (Sathishkumar et al., 2008).

3. Détermination des concentrations minimales inhibitrices pour les

hydrocarbures
Les résultats du test d’ évaluation de la croissance des différentes souches montrent un
bon développement en présence de toutes les concentrations testées et pour |I'ensemble des
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hydrocarbures. Ainsi, la concentration minimale inhibitrice est supérieure a 1% pour toutes
les souches et tous les hydrocarbures testés comme I’indique le tableau V1 :
Tableau VI : Dégradation des hydrocarbures a différentes concentrations

Concentrations
(%) | 0,20 | 0,20 | 0,30 | 0,40 | 0,50 | 0,60 | 0,70 0,80 0,90 | 1
Souches

L10
L7
L9
L11
S2
S3
L3
L2

=+

e N e B I
S I S I S S R S
S I S I S S R S
S I S I S S R S
S I S I S S R S
S I S I S S R S
e N e B I
S I S I S S R S
e N e B I

+ 4|+ |+ ]|+

Selon une éude rapportée par Leahy et Colwell (1990), une bonne croissance
bactérienne est observée a des concentrations allant jusqu'a 5%. A partir d’ une concentration
de 10%, aucune augmentation de croissance n’a pu étre décelée par contre, une diminution de
la croissance microbienne est observée a 15%. Cette diminution de croissance a des
concentrations importantes en hydrocarbures est expliquée par une inhibition de I’ activité
microbienne causeée par |’ augmentation des niveaux de toxicité.

La capacité de ces souches a croitre aux concentrations aussi importantes dénote leur

intérét d application dans la dépollution des sites contaminés par les hydrocarbures.

4. Test d’émulsion
D’ aprés les résultats obtenus, il en ressort que dans le cas du Pétrole brut, 1a souche L2
présente un meilleur index d’ émulsion qui est de 83,33% (Figure l11, Tableau V1I).

-

Figurelll : Résultat du test d’ émulsion
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La souche L11 présente un index d’émulsion plus éevé en présence du Xylene et de
I’Hexane (86,66% et 90% respectivement). Dans le cas de I’ Ether de Pétrole, les souches L 11,
L9, L3 et S2 montrent le meilleur index (89,65%). Avec 87,5%, la souche L3 semble avoir le

meilleur index d’émulsion en présence du Benzéene.

Tableau VII: Index d’ émulsion Ey4 (%)

ubstrats Hexane | Xyléne | Benzéne P. Brut E. Pétrole
Souches
L9 83,33 83,87 87,09 77,41 89,65
L10 86,66 83,33 83,33 77,41 86,20
S2 86,20 86,20 82,75 80 89,65
L11 90 86,66 86,66 77,41 89,65
L7 86,66 83,87 83,87 77,41 86,66
L3 87,50 81,25 87,50 81,25 89,65
L2 83,33 80 83,33 83,33 86,66
S3 83,33 80 81,25 81,25 86,66
Témoin 86,66 80,64 83,33 70,96 86,66

Lavariation dans les valeurs des index d’ émulsion pourrait s expliquer par la variation
dans la production de biosurfactants. Ces derniers jouent un réle primordia dans la
solubilisation des hydrocarbures (Bodour et al., 2004) et augmentent leur accessibilité a la
dégradation microbienne (Rahman et al., 2002). Apres avoir étudié le potentiel émulsifiant
des flavolipides isolés a partir de la souche Flavobacterium sp., Bodour et coll. (2004) ont
rapporté une capacité émulsifiante compléte de 100% pour cette souche.

Selon Rahman et coll. (2002), la génétique des espéces bactériennes ainsi que les
facteurs liés aux conditions environnementales et a la nature des substrats déterminent le
potentiel de production des biosurfactants.

Ces observations montrent que grace a la production de biosurfactants a activité
émulsifiante, les souches testées présentent un intérét tout particulier nous laissons envisager

une potentielle application lors de la remédiation des sites pollués par les hydrocarbures.

5. Evaluation dela tolérance aux métaux lourds
Les résultats du test de croissance a différentes concentrations en sels métaliques
montrent que, dans le cas du Plomb, toutes les souches poussent a 2000 pg/ml. Au-dela de
cette concentration, seule la souche L3 se développe & 2400 pg/ml (Tableau VIII).
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Tableau VIII : Tolérance au Plomb

oncentrations
g/ml) | 400 | 800 | 1200 | 1600 | 2000 | 2400 | 2800 | 3200
Souches

2
L10
L3
L11
L9
L2
S3
L7

|+ [+ +]+|+]+
|+ [+ |+ +|+]+
|+ [+ +]+|+]+
|+ [+ |+ +|+]+
|+ [+ +]+|+]+

A I’ exception des souches S2, S3 et L7 qui ont un maximum de tolérance a 400 pg/mi
vis-a-vis du Zinc, les autres souches se développent a 500 pg/ml. Seule la souche L10 se
différencie des autres souches, €elle présente une tolérance trés importante en se dével oppant

sur toutes les concentrations testées (Tableau 1X).

Tableau | X: Tolérance au Zinc

Concentrations
pg/ml) | 100 200 300 | 400 | 500 | 600 700 | 800
Souches

S2
L 10
L3
L11
L9
L2
S3
L7

++ [+ |+ |+
1
1
1

o o I I
o o I I
o o I I
dl4 |+ |+ |||+ +

Nous constatons dans le cas du Mercure gue toutes les souches se développent a une
concentration de 5 pg/ml (Tableau X). Au-dela de cette concentration, seules les souches L3
et L10 se distinguent par leur tolérance aux concentrations élevées; la souche L10 présente

une tolérance jusqu'a 35 pg/ml tandis que, la souche L3 présente une tolérance a 40 pg/ml.
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Tableau X: Tolérance au Mercure

Concentrations
pg/ml)

a1
=
o
=
a1
N
o
N
a1
W
o
W
a1

40
Souches
S2
L10
L3
L11
L9
L2
S3
L7

e o I I o I R

En ce qui concerne le Cadmium, les souches testées présentent une tolérance variable
(Tableau XI). Les souches L3 et L10 sont les seules a pousser aux concentrations élevees
atteignant 125 pg/ml. Les souches L2 et L9 présentent une tolérance modérée en se
développant a 87,5 pg/mil.

Tableau Xl : Tolérance au Cadmium

Concentrations
(ug/ml) | 12,5

N
(63}

375|501 625 | 75| 875|100 | 1125 | 125
Souches

S2
L10
L3
L11
L9
L2
S3
L7

+ |+ |+
+ |+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+

+ |+ |+
1
1
1

S I I O S
S I I O S
o o o I R I
++ |+ |+
++ |+ |+
++ |+ |+

La plupart des souches se développent a 400 pg/ml dans le cas du Cuivre
(Tableau XI1). Les souches L9 et L2 présentent une faible tolérance avec une croissance
observée a 200 pg/ml tandis que, la souche L3 présente la tolérance la plus élevée en se
développant a une concentration de 700 pg/ml.
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Tableau X1 : Tolérance au Cuivre

Concentrations

pg/ml) | 100

200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800

Souches

2
L10
L3
L11
L9
L2
S3
L7

+|+ |+ |+
+|+ |+ |+

+
+
1
1
1
1

+l+ |+ ||+ ]+ |+
+l+ |+ ||+ ]+ |+

5.1 Déter mination des concentrations minimalesinhibitrices pour les métaux lourds
Les résultats de I’ évaluation de la tolérance aux sels métalliques nous ont permet de
déduire les concentrations minimal es inhibitrices représentées dans | e tableau ci-dessous.

Tableau X111 Concentrations minimales inhibitrices

M étaux

Plomb Zinc Mercure | Cadmium | Cuivre
Souches
S2 2400 500 10 75 500
L10 2400 > 800 40 >125 500
L3 2800 600 > 40 >125 800
L11 2400 600 10 50 500
L9 2400 600 10 100 300
L2 2400 600 10 100 300
S3 2400 500 10 1125 500
L7 2400 500 10 87,5 500

La souche L3 présente les concentrations minimales inhibitrices les plus élevées
avec la plupart des sels métalliques (Plomb, Mercure, Cadmium et Cuivre) et particulierement
avec les plus toxiques (Tableau XI111). La souche L10 présente quand a elle des concentrations
minimales inhibitrices importantes avec le Zinc, le Cadmium et le Mercure (>800, >125 et 40
pg/ml respectivement).

Dans le cas du Cuivre, une concentration minimale inhibitrice de 800 pug/ml est obtenue avec

lasouche L3.
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5.2 Détermination delatolérance aux métaux lourds

En comparant les concentrations maximales tolérées par ces souches aux
concentrations critiques, on constate que seules les souches L3 et L10 présentent une
tolérance multiple aux sels métalliques testés. Toutefois, elles différent au niveau de leur
tolérance au Zinc, Plomb et Cuivre. La souche L3 est tolérante au Plomb ainsi qu’au Cuivre,

tandis que, la souche L10 est tolérante au Zinc (Tableau XIV).

Tableau X1V : Tolérance des souches aux métaux lourds

SOUCfi:ﬂ;taw Plomb Zinc | Mercure | Cadmium | Cuivre
S2 S S S S S
L10 S T T T S
L11 S s S S S
L9 S S S S S
L2 S S S S S
S3 S S S S S
L7 S S S S S

T : tolérance, S ; sensibilité

A I’ exception de la souche L3 (Enterococcus sp.) qui est tolérante au Cuivre, les autres
souches apparaissent sensibles. La faible tolérance au Cuivre a éé rapportée par Hassen et
coll. (1998) qui évoquent une tolérance au Cuivre de seulement 0.8 mM (50,8 pg/ml) pour la
plupart des souches étudiées, les especes les plus tolérantes sont Providencia rettgeri et
Pseudomonas aeruginosa avec une CMI de 1.8 (114,3 pg/ml) et 1.6 mM (101,6 pg/ml)
respectivement.

Dans le cas du Mercure et du Cadmium, seules les souches L10 (Kluveromyces) et L3
(Enterococcus sp.) sont tolérantes. Toutefois, cette tolérance reste tres faible comparée a celle
observée par Chien et coll. (2013) sur Pseudomonas sp. EJOL1 (7 mM) isolée a partir d’une
riviere au sud du TAIWAN, connu pour une teneur importante en métaux suite aux rejets
industriels.

Concernant le Plomb et le Zinc toutes les souches sont sensibles excepté L10
(Kluveromyces) qui est tolérante au Zinc et L3 (Enterococcus sp.) au Plomb. La fable
tolérance a ces métaux a été constatée par Mathé et coll. (2012) sur des souches isolées d' un

sol, situé dans la région de Harghita (Roumanie), contaminé par des hydrocarbures.
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La sensibilité des espéces aux métaux s explique par I’ effet toxique de ces derniers. En
effet, les métaux lourds exercent généralement une action inhibitrice sur les microorganismes
en bloquant des groupements fonctionnels essentiels, en déplacant les ions métaliques
essentiels ou en modifiant les conformations des molécules biologiques actives (Zhang et al.,
2010). Ces effets se traduisent par une altération de I’ activité et la diversité microbienne du
sol (Zhang et al., 2010).

Cependant, il est important de souligner qu’ a des concentrations relativement faibles,
certains métaux sont essentiels pour les microorganismes (par exemple Co, Cu, Zn et Ni) car,
ils servent de cofacteurs pour les métalloprotéines et les enzymes (Hassen et al., 1998). Pour
contrebalancer les effets des hautes concentrations des métaux lourds tout en assurant le
maintien du role biologique des ions essentiels, de nombreux micro-organismes ont développé
des mécanismes de résistance (Khan et al., 2011). Parmi ces mécanismes, on site :

- Exclusion du métal par une barriere de perméabilité ;
- Réduction dela sensihilité des cellules au métal ;

- Transport actif du métal atraverslacelule;

- Séquestration intracellulaire ou extracellulaire ;

- Détoxification enzymatique (Bruins et al., 2000).
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Conclusion

La pollution de I’environnement par les hydrocarbures est un probléme majeur. Les
effets dévastateurs et les nombreux dégéts engendrés ont permis I’ élaboration de techniques
permettant d'y remédier. L’un des moyens utilisés est la remédiation par voie biologique

« bioremédiation ».

L’ objectif fixé par ce travail est la contribution a la biodégradation des hydrocarbures,

en utilisant une collection de souches isolées a partir d’ un bourbier.

L’ éude de |a cinétique de croissance des différentes souches sur le pétrole brut comme
seul substrat carboné a permis dobserver une phase de latence relativement courte
correspondant a une adaptation plus ou moins rapide des souches a la source de carbone. Une

bonne croissance est particuliérement observée dans le cas des souches L7, L10 et L11.

Le test de dégradation des différents hydrocarbures a différentes concentrations s est
averé positif pour toutes les souches sur tous les hydrocarbures testés, la concentration

minimale inhibitrice est supérieure a 1%.

Le test d’émulsion permettant I'évaluation du caractere émulsifiant des souches a
montré une différence des index émulsifiants, ce qui serait di a la différence dans la

production de biosurfactants.

Le test de tolérance aux métaux lourds montre une réponse variable des souches au
Plomb, Zinc, Cuivre, Cadmium et Mercure. Les souches L3 et L10 se démarquent des autres
souches, la souche L3 est |a plus tolérante au Plomb, Mercure, Cadmium et Cuivre avec des
concentrations minimales inhibitrices de 2800, >40, >125 et 800 pg/ml respectivement tandis
gue, la souche L 10 présente une tolérance élevée vis-a-vis du Zinc, Mercure et Cadmium avec

des concentrations minimales inhibitrices > 800, 40, >125 pug/ml respectivement.

Ces résultats montrent une capacité importante de dégradation des hydrocarbures, un
potentiel émulsifiant et une tolérance aux métaux lourds élevés vis-a-vis des différentes
concentrations testées, permettant ainsi d’ envisager une éventuelle application dans des sites
pollués par les hydrocarbures dans le cadre de la bioremédiation. Toutefois, pour une
meilleure application, il est nécessaire de compléter ce travaill par des approches plus

approfondies, asavoir :

v' Détermination de la composition du pétrole brut ;
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Une évaluation plus compléete de la dégradation des hydrocarbures par des
méthodes de dosage ;

Un suivi de la cinétique de dégradation des hydrocarbures sur des durées plus
longues;;

Tester la dégradation des hydrocarbures a des concentrations élevées ;
Rechercher les conditions optimales de croissance et de dégradation ;

Evaluer la dégradation des hydrocarbures par un consortium microbien ;
Production de biosurfactants pour une améioration de la dégradation des
hydrocarbures ;

Tester d’ autres métaux lourds et d’ autres concentrations ;

Et enfin, effectuer des essais sur le terrain pour évaluer la faisabilité du

traitement.
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Annexen® 01 : Composition des milieux de culture

Milieu de cultureM2 (g/L)

Acétate de SOIUM ..o 5
TIYPLONE ... e e 0.5
Extrait delevure ... 0.5
GlUCOSE. ...ttt 0.5
SACCHAIOSE. ...t 0.5
SOiUM A€ CIIaLe.......oeeeeeeirceeese e 0.05
ACIAE MATQUE ... e 0.05
KINO e 1
NHACT o 0.2
KH2POA.....ce s 0.5
AGAN . 15
5 2O TSRS QSP 1L
PH s 7.6

Autoclavage a 120 °C /20 min.
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Milieu de cultureMM2 (g/L)

KoHPOA......ce e 1
KH2POA.......eeeee s 0.2
CASO ... 0.05
MIGSOZ ..ot ses s es s sese 0.5
FESOA ... 0.09
(NH)2SO ...t sen e 1
AGAN . 15
5 2 JO TR QSP 1L
PH oottt s e s ee e ene e 7.4

Autoclavage a 120°C/ 20 min

Milieu de cultureM1 (g/L)

KoHPOA.....cceeee e 1
MGSO oo eseseses s eeseeees e as s ees s eeeeesens 0.20
NHACI 2. e 1
CACIZ i s 0.20
FECIS ..o 0.05
KH2POA.....ce e 1
720 OO QSP 1L
PH e 7

Autoclavage a 120 °C/20min.



Annexen® 02 : Tableaux d’émulsion des différents substrats

Tableau | : Index d’ émulsion du Benzéne

ases (cm Phase Phase
Souches em organique | d’émulsion Total Eas %
L9 0,4 2,7 31 87,09
L10 0,5 2,5 3 83,33
S2 0,5 24 29 82,75
L11 0,4 2,6 3 86,66
L7 0,5 2,6 3,1 83,87
L3 0,4 2,8 3,2 87,5
L2 0,5 2,5 3 83,33
S3 0,6 2,6 3,2 81,25
Témoin 0,5 2,5 3 83,33
Tableau I1: Index d’ énulsion du pétrole brut
Phases (cm Phase |Phase
Souches em Organique | d’émulsion Total Eas %
L9 0,7 2,4 3,1 77,41
L10 0,7 24 3,1 77,41
S2 0,6 2,4 3 80
L11 0,7 24 3,1 77,41
L7 0,7 24 3,1 77,41
L3 0,6 2,6 3,2 81,25
L2 0,5 2,5 3 83,33
S3 0,6 2,6 3,2 81,25
Témoin 0,9 2,2 3,1 70,96
Tableau |11: Index d émulsion du Xyléne
cm Phase Phase
Souches e organique | d’émulsion Total Eas %
L9 0,5 2,6 31 83,87
L10 0,5 2,5 3 83,33
S2 0,4 2,5 29 86,20
L11 0,4 2,6 3 86,66
L7 0,5 2,6 31 83,87
L3 0,6 2,6 3,2 81,25
L2 0,6 24 3 80
S3 0,6 2,4 3 80
Témoin 0,6 2,5 3,1 80,64
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Tableau I V: Index d émulsion de I’ Ether de pétrole

hases (cm Phase Phase
Souches em Organique| d’émulsion Total Eas %
L9 0,3 2,6 29 89,65
L10 04 2,5 2,9 86,20
S2 0,3 2,6 29 89,65
L11 0,3 2,6 2,9 89,65
L7 04 2,6 3 86,66
L3 0,3 2,6 2,9 89,65
L2 04 2,6 3 86,66
S3 04 2,6 3 86,66
Témoin 04 2.6 3 86.66
Tableau V: Index d’ émulsion de |’ Hexane
Phases (cm Phase Phase
Souches em organique | d’émulsion Total Eas %
L9 0,5 25 3 83,33
L10 04 2,6 3 86,66
S2 04 2,5 2,9 86,20
L11 0,3 2,7 3 90
L7 04 2,6 3 86,66
L3 04 2,8 3,2 87,5
L2 0,5 2,5 3 83,33
S3 0,5 2,5 3 83,33
Témoin 04 2,6 3 86,66

Tableau VI : Cinétique de croissance des différentes souches en présence du pétrole brut

o CTheempS 24H | 48H | 72H | 96H | 120H | 144H | 168H | 192H | 216H
2 | 0082 | 0136 | 0175 | 0267 | 026 | 0325 | 039 | 0707 | 0,69

L10 | 0084 | 0222 | 024 | 03 | 0358 | 0512 | 0544 | 1,105 | 1,26

S3 | 0064 | 0149 | 0243 | 0347 | 0334 | 0467 | 0489 | 0879 | 0,992

L9 | 0105 | 019 | 0142 | 0204 | 0236 | 0345 | 0408 | 08 | 0934

L7 | 0086 | 0156 | 0142 | 0175 | 014 | 0324 | 0288 | 1,02 | 085

L11 | 0124 | 0132 | 0137 | 0231 | 0216 | 0332 | 049 | 1,093 | 1,162

L2 | 0084 | 0179 | 0237 | 0312 | 0312 | 0394 | 0511 | 0,686 | 0,962

L3 | 0043 | 0117 | 014 | 0234 | 027 | 0354 | 0462 | 0,761 | 1,037
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Résumé

Huit souches bactériennes provenant d’ un bourbier au sein du Terminal Marin Nord de

Sonatrach (wilaya de Bejaia) ont fait I’objet d'une éude pour la caractérisation de la
dégradation des hydrocarbures.
Elles montrent une capacité d’ utilisation du pétrole brut comme unique source de carbone,
elles présentent aussi un potentiel de dégradation des différents substrats carbonés (Xyléne,
Benzene, Hexane, Ether de Pétrole et Pétrole Brut) et une croissance a des concentrations
élevées en hydrocarbures (1%). Leur pouvoir émulsifiant est important et différent selon les
souches testées. Les souches L3 et L10 présentent la tolérance la plus importante aux métaux
lourds, la souche L3 est la plus tolérante au plomb, mercure, cadmium et cuivre avec des
concentrations minimales inhibitrices de 2800, > 40, > 125 et 800 pg/ml respectivement
tandis que, la souche L10 présente une tolérance élevée vis-a-vis du zinc, mercure et cadmium
avec des concentrations minimales inhibitrices > 800, 40, >125 pg/ml respectivement.

Mots clés: Bioremédiation, hydrocarbures, métaux lourds, dégradation, tolérance.

Abstract

Eight bacterial strains from a quagmire in the North Marine Terminal of Sonatrach
(wilaya of Bejaia) were studied for the characterization of hydrocarbon degradation.
They showed an ability to use crude ail as the only carbon source; they also have the potential
for degradation of different carbon substrates (Xylene, Benzene, Hexane, Ether Oil and Crude
Qil) and growth at high concentrations of hydrocarbon (1%). Their emulsifying power is
important and varies for different strains tested. The strains L3 and L10 are the most
important heavy meta tolerance, L3 strain is more tolerant to lead, mercury, cadmium and
copper with minimum inhibitory concentrations of 2800, > 40, > 125 and 800 pg / ml
respectively, while that the L10 strain has a high tolerance to zinc, mercury and cadmium
with minimum inhibitory concentrations > 800, 40 > 125 g/ ml respectively.

Key words : Bioremediation, hydrocarbon, heavy metals, degradation, tolerance.
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